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1 Einleitung 
Es werden die wesentlichen Merkmale der Gallebildung auf molekularer Ebene, die dabei 
beteiligten hepatozellulären Transportsysteme und deren Regulation über 
Transkriptionsfaktoren beschrieben. Neben den physiologischen Vorgängen wird die 
Pathologie der Cholestase erläutert. Abschließend werden die molekularen Grundlagen 
von Östrogenen, Östrogenregulatoren und ihr Einfluss auf die Leber betrachtet.   
1.1 Molekulare Grundlagen der Gallebildung 
Eine der bedeutendsten Aufgaben der Leber besteht darin, Galle zu produzieren und 
einen kontinuierlichen Gallefluss aufrechtzuerhalten. Über die Galle werden, als deren 
wichtigste Bestandteile, Gallensäuren (essentiell für die Emulgierung und Absorption von 
Fett und fettlöslichen Vitaminen aus dem Intestinaltrakt), weitere endogene Substanzen, 
wie z.B. Bilirubin und Steroidmetabolite, Cholesterol und die Metabolite diverser 
Pharmaka, Umweltgifte oder Karzinogene ausgeschieden [Cao et al.2001].  
Der Gallefluss basiert auf einem aktiven Transport osmotisch wirksamer Substanzen aus 
dem Plasma in die Gallenkanalikuli, der von passivem Einstrom von Wasser, 
Elektrolyten und Nichtelektrolyten (wie z.B. Glukose) gefolgt ist [Elferink2003, Vore et 
al.1991, Nathanson&Boyer1991]. Der Großteil des Galleflusses wird durch den 
Transport von Gallensalzen angetrieben, welche neben Cholesterin und Phospholipiden 
den Hauptbestandteil der Galle ausmachen und die wesentlichen, treibenden Kräfte der 
Galleformation darstellen [Wheeler&Ramos1960]. Als Resultat des hepatobiliären 
Transports liegen die Gallensalze in den Gallenkanalikuli bis zu 1000fach konzentrierter 
vor als im Blutplasma [Nathanson&Boyer1991, Meier&Stieger2000]. Da die 
Rückdiffusion dieser geladenen, organischen Anionen in das Blutplasma durch tight 
junctions behindert ist, folgt, entsprechend dem Konzentrationsgefälle, ein passiver 
Wasser- und Elektrolyteinstrom. Dies bewirkt den Gallefluss [Trauner et al.1999]. 
Der Gallensalzepool beim Menschen umfasst mit ca. 50 bis 60 Mikromol / Kilogramm 
(µmol/kg) Körpergewicht (KG) durchschnittlich drei bis vier Gramm (g) und wird, außer 
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zu Essenszeiten, größtenteils in der Gallenblase gelagert. In diesem Reservoir wird die 
Galle bis auf das zehnfache konzentriert, bevor sie in den Intestinaltrakt gelangt. Dieser 
Konzentrierungsschritt entfällt bei Tiergattungen, wie der Ratte, bei denen keine 
Gallenblase angelegt ist [Kullak-Ublick et al.2000]. Gallensalze, Cholesterol, 
Phospholipide und viele andere organische Gallebestandteile werden nach der 
Dünndarmpassage weitestgehend resorbiert und über die Pfortader zurück zur Leber  
transportiert. Folglich zirkuliert der gesamte Gallensalzepool zwischen sechs und zehn 
Mal pro Tag in einem enterohepatischen Kreislauf, und es werden täglich 20 bis 40g 
Gallensalze sezerniert. Trotz der effizienten Rückresorption gehen pro Tag 0,5g an 
Gallensalzen über die intestinal-fäkale Exkretion verloren, so dass ein sehr geringer 
Anteil von drei bis fünf Prozent des Gallensalzepools täglich neu synthetisiert werden 
muss, um den Bestand aufrecht zu erhalten [Kullak-Ublick et al.2000]. Weiterhin werden 
Gallensalze, welche der first pass clearance der Leber entgehen, in den Glomerula der 
Niere gefiltert und nach Exkretion in den Urin über Transportproteine im proximalen 
Tubulus rückresorbiert [Vos et al.1999]. 
Hepatozyten sind polarisierte Zellen mit einer basolateralen (sinusoidalen) und einer 
apikalen (kanalikulären) Plasmamembran. Gallensalze erreichen die basolaterale 
Oberfläche der Hepatozyten über fenestrae der sinusoidalen Endothelzellen größtenteils 
als Albumin-gebundene Komplexe [Reichen1999, Berk et al.1987]. Nur die ungebundene 
Fraktion der biliären Bestandteile wird von der Leber aufgenommen, so dass vorher die 
Trennung von Trägerproteinen erfolgen muss. Da sich die einfache Dissoziation von 
Serumalbumin als zu langsam erweist [Forker et al.1982, Weisiger1985], liegt es, trotz 
bisher fehlender Beweise für entsprechende Albuminrezeptoren, nahe, dass Bestandteile 
der Zellmembran die Dissoziation erleichtern [Keiding et al.1993, Weisiger et al.1984].  
Nach vollzogener Trennung von ihren Trägerproteinen werden die Gallensalze gegen 
einen elektrochemischen Ionengradienten in die Hepatozyten aufgenommen. Dieser 
Natriumgradient wird unter physiologischen Bedingungen durch eine Natrium-Kalium-
aktivierte Adenosintriphosphatase (Na+,K+-ATPase) aufrechterhalten, welche für den 
physiologischen Ionengradienten zwischen Intra- und Extrazellulärraum (Na+ EZ>IZ, K+ 
IZ>EZ ) zuständig ist. Gemeinsam mit einem K+-Kanal unterhält die Na+,K+-ATPase das 
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intrazelluläre elektrische Potential von -35mV, das sowohl für das intrazelluläre Ionen- 
und pH-Gleichgewicht, als auch für den elektrochemischen Na+-Gradienten wichtig ist. 
Dieser Gradient ist die Hauptantriebskraft für den Transport der Gallensalze  
[Petzinger1994]. Zusätzlich werden Gallensalze, in bedeutend geringerem Umfang, 
unabhängig von Na+ über elektroneutrale Mechanismen transportiert [Bouscarel et 
al.1995]. 
Neben dem Gallefluss, der an das Vorhandensein von Gallensalzen gekoppelt ist, 
existiert auch ein signifikanter Anteil, der unabhängig von Gallensäuren in die Kanalikuli 
sezerniert wird [Erlinger et al.1970]. Die Hauptantriebskraft für diese Fraktion ist der 
Transport von Glutathion (GSH), einem stark osmotisch wirksamen Tripeptid, welches 
für 50% des Gallensalz-unabhängigen Galleflusses verantwortlich ist 
[Ballatori&Truong1989]. Eine zweite bedeutende Komponente dieses von Gallensalzen 
unabhängigen Galleflusses ist Bikarbonat. Allerdings wird Bikarbonat nicht auf der 
Ebene der Hepatozyten, sondern hauptsächlich über Cholangiozyten, Epithelzellen der 
Gallengänge, sezerniert. Dies geschieht durch hormonelle Impulse und über 
Neuropeptide, wie Sekretin, vasoaktives intestinales Peptid (VIP) u.a. [Baiocchi et 
al.1999]. 
Der gerichtete Transport verschiedenster Gallebestandteile umfasst die Aufnahme aus 
dem Portalblut an der basolateralen Membran der Hepatozyten, den intrazellulären 
Metabolismus und die Translokation durch die Leberzelle (je nach Wasserlöslichkeit per 
Diffusion durch das Zytoplasma oder über intrazelluläre Lipidmembranen) und 
schließlich den aktiven Transport über die apikale Membran in die Galle [Suchy1993, 
Müller&Jansen1997, Blitzer&Boyer1982]. Die kanalikuläre Exkretion biliärer 
Bestandteile gegen einen starken Konzentrationsgradienten über die apikale Membran, 
welche die Grenze zu den Gallengängen darstellt, ist dabei der limitierende Schritt in der 
Gallebildung [Boyer&Nathanson1999]. Für die Galleformation sind neben den 
verschiedenen Transportsystemen der basolateralen und kanalikulären 
Hepatozytenmembran zusätzlich weitere Faktoren entscheidend, wie z.B. ein intaktes 
Zytoskelett der Leberzellen und Signaltransduktionskaskaden, welche die einzelnen 
Abläufe koordinieren [Arrese&Trauner2003, Kullak-Ublick et al.2004].  
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1.2 Transportsysteme der Hepatozyten 
Während unkonjugierte Gallensalze in der Lage sind, die basolaterale Zellmembran 
durch passive Diffusion zu überwinden, sind konjugierte Gallensalze, wie z.B. Tauro- 
und Glykocholat, auf aktive Transportmechanismen angewiesen. Zwischen dem portalen 
Blutplasma und dem Zytosol der Hepatozyten herrscht ein fünf- bis zehnfacher      
Konzentrationsgradient, gegen den Gallensalze sowohl durch Na+-abhängige, als auch 
Na+-unabhängige Mechanismen transportiert werden [Nathanson&Boyer1991, 
Takikawa2002]. Um die Gallensäuren aus dem Blut gegen einen 
Konzentrationsgradienten von 1:1000 [Sellinger&Boyer1990] in die Galle überführen zu 
können, sind, analog der basolateralen Membran, auch an der kanalikulären Seite 
entsprechende ATP-abhängige Transportsysteme notwendig. Da unter physiologischen 
Bedingungen die maximale Aufnahmekapazität für Gallensalze die maximale 
Exkretionsrate um ein Vielfaches überschreitet [Reichen&Paumgartner1976], limitiert 
der aktive Transport über die kanalikuläre Membran der Hepatozyten die Galleformation. 
1.2.1 Basolaterale Transportproteine 
An der basolateralen Membran konnten zwei unterschiedliche Aufnahmesysteme 
identifiziert werden. Zum einen existiert dort ein Na+-abhängiger Taurocholat 
Kotransporter (Ratte: Ntcp, Slc10a1; Mensch: NTCP, SLC10A1) [Hagenbuch et al.1991, 
Hagenbuch&Meier1994, Stieger et al.1994], welcher vorwiegend konjugierte 
Gallensäuren, wie Tauro- oder Glykocholat, aber auch weitere Substrate, z.B. 
Östrogensulfate, Schilddrüsenhormone und Bromosulfophthalein (BSP) transportiert 
[Schroeder et al.1994, Schroeder et al.1998, Meier&Stieger2000, Meier et al.1997]. Zum 
anderen ist eine Familie von Na+-unabhängigen organischen Anionentransportern 
(Oatps/OATPs) von großer Bedeutung.  Diese multispezifischen Transporter weisen ein 
großes, überlappendes Spektrum an endogenen Substraten (konjugierte und 
unkonjugierte Gallensalze [Petzinger1994, Jacquemin et al.1994], Steroide und deren 
Konjugate, anionische Peptide [Petzinger1994, Ziegler et al.1991], Schilddrüsenhormone 
[Cattori et al.2000] u.a.) und exogenen Substraten, wie diverse Xenobiotika [Kullak-
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Ublick et al.2000, Meier et al.1997] auf, besitzen aber auch eine teilweise selektive 
Substratspezifität [Reichel et al.1999, Cattori et al.2001]. 
Über 80% des konjugierten Taurocholats wird Na+-abhängig in die Hepatozyten 
aufgenommen. Da die meisten Gallensalze konjugiert sind, stellt der Ntcp/NTCP das 
wichtigste Na+-abhängige Aufnahmesystem für Gallensalze dar. Er transportiert zudem 
diverse Pharmaka, die kovalent an Taurocholat gebunden sind, wie z.B. Chlorambucil-   
Taurocholat [Kullak-Ublick&Glasa et al.1997]. Der Ntcp/NTCP ist ein unidirektionales 
Transportprotein, welches Na+ und Taurocholat im Verhältnis von zwei Na+-Molekülen 
zu einem Taurocholat-Molekül transportiert. Die Antriebskraft folgt zum einen aus dem 
transmembranen Na+-Gradienten, der über die Na+,K+-ATPase aufrecht gehalten wird, 
zum anderen aus dem intrazellulären elektrischen Potential, welches sich aus der 
Diffusion von K+ in den Extrazellulärraum ergibt [Kullak-Ublick et al.2000, Meier1995, 
Meier&Stieger2000]. Der Ntcp der Ratte ist ein aus 362 Aminosäuren komplex 
aufgebautes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 51 Kilo Dalton (kDa), 
welches leberspezifisch und exklusiv an der basolateralen Hepatozytenmembran 
exprimiert wird [Stieger et al.1994, Ananthanarayanan et al.1994]. Das Ntcp Gen ist auf 
Chromosom 6q24 lokalisiert und umfasst 16,5 Kilo Basen (kB). Der humane NTCP 
besitzt eine Molekularmasse von 38kDa und besteht aus 349 Aminosäuren, von denen 
77% mit der Aminosäuresequenz der Ratte übereinstimmen. Die Lokalisation des 
humanen NTCP Gens befindet sich auf Chromosom 14q24.1-24.2. Das 
Transportspektrum ist dem des Ntcp sehr ähnlich [Hagenbuch&Meier1994]. 
In der Leber der Ratte übernehmen drei Mitglieder der Oatp-Familie, Oatp1, Oatp2 und 
Oatp4, die basolaterale Na+-unabhängige Aufnahme von Gallensalzen.  
Das erste klonierte Mitglied der organischen Anionentransporter-Familie Oatp1 (Slc21a1; 
Slco1a1; Oatp1a1 [Jacquemin et al.1994, Eckhardt et al.1999, Hagenbuch&Meier2003]) 
ist ein 670 Aminosäuren umfassendes Glykoprotein, das eine Molekularmasse von 
80kDa aufweist. Es wird hauptsächlich in Hepatozyten [Reichel et al.1999, Bergwerk et 
al.1996] und an der apikalen Membran proximaler Tubuluszellen der Niere [Bergwerk et 
al.1996] exprimiert. Weitere Lokalisationen sind im Gehirn die Epithelzellen des Plexus 
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Choroideus [Angeletti et al.1997] und Zellen der Skelettmuskulatur, der Lunge und des 
proximalen Kolon [Jacquemin et al.1994]. Etwa die Hälfte des Na+-unabhängigen 
Transports von Taurocholat und Cholat in die Hepatozyten der Ratte gehen zu Lasten des 
Oatp1, während andere sulfatierte und glukuronidierte Konjugate in geringerem Ausmaß 
sezerniert werden [Kouzuki et al.1998]. Ebenso gehören zum Transportspektrum 
Schilddrüsen- und Steroidhormone, Steroid- und GSH-Konjugate, organische Anionen 
und Kationen, sowie viele neutrale Steroide [Kullak-Ublick et al.2000, Meier et al.1997,     
Meier&Stieger2000]. Sulfolithotaurocholat, Bilirubinmonoglukuronide und BSP werden 
exklusiv über den Oatp1 transportiert [Reichel et al.1999]. Oatp1 fungiert als 
Anionenaustauscher mit Bikarbonat und / oder GSH, so dass der kontinuierliche Efflux 
von GSH aus der Leberzelle eine bedeutende Antriebskraft für die Oatp1-vermittelte 
Aufnahme diverser Substrate darstellt [Trauner&Boyer2003]. 
Oatp2 (Slc21a5; Slco1a4; Oatp1a4 [Reichel et al.1999, Hagenbuch&Meier2003]) ist ein 
aus 661 Aminosäuren aufgebautes Glykoprotein mit einer Molekularmasse von 92kDa 
[Reichel et al.1999]. Die Aminosäuresequenz weist eine 77%ige Übereinstimmung mit 
Oatp1 auf. Zusätzlich zu Leber [Noe et al.1997], Niere [Noe et al.1997] und Retina [Abe 
et al.1998] wird Oatp2 auch im Gehirn [Noe et al.1997, Gao et al.1999] exprimiert, dort 
vornehmlich in Pyramidenzellen des Hippokampus, Purkinjezellen des Zerebellums, 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke und mäßig auch in Zellen des Plexus Choroideus 
[Abe et al.1998]. Ein Erklärungsansatz für die außerordentlich starke Expression des 
Oatp2 in Leber und Gehirn findet sich in dem Transport nicht nur von organischen 
Anionen, sondern auch von Schilddrüsenhormonen. Gemeinsam mit dem in der Niere 
und Retina exprimierten Oatp3 [Abe et al.1998] scheint der Oatp2 zu der Versorgung 
verschiedener Gewebe sowohl mit Thyroxin, als auch mit Trijodthyronin beizutragen 
[Abe et al.1998]. Die ausgeprägte Präsenz des Oatp2 in den auf Schilddrüsenhormone 
sehr empfindlich reagierenden Neuronen lässt auf eine möglicherweise entscheidende 
Rolle dieses Anionentransporters in der neuronalen Entwicklung und Zellfunktion 
schließen.  
Die Substratspezifitäten von Oatp1 und Oatp2 ähneln sich in Bezug auf das große 
Kontingent an Gallekomponenten, die sie gemeinsam transportieren, sie sind aber nicht 
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identisch. Während beide Transportproteine eine vergleichbare Affinität für die 
Gallensalze Taurocholat und Cholat aufweisen, scheint Oatp1 im Allgemeinen 
amphipathische, organische Anionen vorzuziehen, Oatp2 eher neutrale Verbindungen. 
Hervorzuheben ist die Tatsache, dass Oatp1 kein unkonjugiertes Bilirubin transportiert. 
Bilirubin-Monoglukuronide, BSP und Leukotrien C4 (LTC4) gehören dagegen nicht zum 
Substratspektrum des Oatp2. Interessanterweise transportiert Oatp2 als einziger 
Transporter der Familie Digoxin [Noe et al.1997]. Oatp2 scheint dabei in der Interaktion   
zwischen Digoxin und Amiodaron eine Rolle zu spielen. Durch gleichzeitiges 
Vorhandensein des Antiarrhythmikums Amiodaron in isolierten Hepatozyten der Ratte 
wird die Aufnahme von Digoxin stark eingeschränkt [Kodawara et al.2002]. Aus 
Hybridisierungs- und Immunfluoreszenz-Studien geht hervor, dass Oatp2 innerhalb eines 
Leberläppchens vornehmlich um die Zentralvene herum lokalisiert ist, unter Ausschluss 
der innersten ein bis zwei Zelllagen. Dieses perivenöse / perizentrale Verteilungsmuster 
steht im Gegensatz zu der homogenen Verteilung des Oatp1. Da die hepatozelluläre 
Aufnahme von Gallensalzen vorwiegend periportal abläuft, scheint im Normalfall Oatp1 
für den basolateralen Transport von Gallensalzen hauptverantwortlich zu sein. Die 
perizentralen Regionen des Leberlobulus werden erst unter cholestatischen Bedingungen 
stärker einbezogen [Buscher et al.1993, Lee&Boyer2000].  
Oatp4 (Slc21a10; Slco1b2; Oatp1b2 [Cattori et al.2000, Hagenbuch&Meier2003]) ist 
eine um 35 Aminosäuren längere und die bedeutendste Isoform von rLst-1, dem rat liver-
specific transporter 1. Die Verwandtschaft mit den übrigen Mitgliedern der organischen 
Anionentransporter-Familie zeigt sich in einer 43%igen Übereinstimmung der 
Aminosäuren mit Oatp1 und  einer 44%igen Konkordanz mit Oatp2 [Kullak-Ublick et 
al.2000, Meier&Stieger2000]. Auch Oatp4 ist ein multispezifischer Transporter, der mit 
hohen Affinitäten BSP, Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und anionische Peptide 
aufnimmt. Neben dem Transport diverser endogener Verbindungen, wie Estron-3-Sulfat, 
Schilddrüsenhormone und Cholezystokinin [Ismair et al.2001] ist Oatp4 für die 
Aufnahme von LTC4 und Prostaglandin E2 hauptverantwortlich [Cattori et al.2000, 
Cattori et al.2001]. Oatp4 wird - im Gegensatz zu den übrigen Mitgliedern der Familie 
der organischen Anionentransporter - als einziger spezifisch nur in der Leber exprimiert 
[Li et al.2002]. Ähnlich Oatp2 ist die Expression des Oatp4 innerhalb des Leberlobulus in 
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der perizentralen Region stärker ausgeprägt als periportal, allerdings auch unter 
Einschluss der inneren Zelllagen [Cattori et al.2001]. 
Während Oatp1, Oatp2 und Oatp4 gemeinsam an der basolateralen Hepatozytenmembran 
den Na+-unabhängigen Transport verschiedener Substrate regeln, wird Oatp3 - entgegen 
ursprünglicher Annahmen [Abe et al.1998] - nicht in der Leber exprimiert. 
Lokalisationen des Oatp3 sind dagegen Dünndarm, Niere, Retina, Gehirn und Lunge 
[Abe et al.1998,  Walters et al.2000]. Dieses Mitglied der Oatp-Familie fungiert ebenfalls 
mit einer den übrigen Oatps ähnlichen - wenn auch schwächeren - Substratspezifität als 
multispezifisches Transportsystem und scheint für die intestinale Aufnahme 
verschiedener amphipathischer, organischer Verbindungen, konjugierter und 
unkonjugierter Gallensalze von Bedeutung zu sein [Walters et al.2000, Cattori et 
al.2001]. 
Die humane OATP-Familie umfasst drei hervorzuhebende Mitglieder: OATP-A, OATP-
C und OATP-8, deren Gene allesamt auf Chromosom 12p12 lokalisiert sind [Ogura et 
al.2000].  
OATP-A (SLC21A3; SLCO1A2; OATP1A2 [Hagenbuch&Meier2003]), das 
erstidentifizierte Mitglied der humanen organischen Anionentransporter, besteht aus 670 
Aminosäuren und stimmt zu 67% mit der Aminosäuresequenz des Oatp1 und zu 73% mit 
Oatp2 überein. Die Ähnlichkeiten mit Oatp4 und OATP-C sind mit 42% bzw. 44% 
weitaus geringer [Kullak-Ublick et al.2000]. OATP-A trägt nur einen kleinen Teil zu der 
hepatischen Aufnahme an Gallensalzen und anderen biliären Bestandteilen bei, da der 
Transporter sehr gering an der basolateralen Hepatozytenmembran exprimiert wird. 
OATP-A scheint dafür, aufgrund seiner dortigen hohen Expression, in zerebralen 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke eine Rolle zu spielen. Zu dem Transportspektrum 
gehören neben den Gallensalzen Taurocholat, Cholat und Tauroursodeoxycholat auch 
BSP, DHEAS, amphipathische, organische Kationen u.a. [Gao et al.2000, Kullak-Ublick 
et al.2000]. 
OATP-C (SLC21A6; SLCO1B1; OATP1B1 [Hagenbuch&Meier2003]), synonym auch 
als leberspezifischer Transporter 1 (LST-1) oder OATP2 bezeichnet, wird selektiv an der 
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basolateralen Hepatozytenmembran exprimiert [Hsiang et al.1999]. Das Transportprotein 
umfasst 691 Aminosäuren und ist, sowohl die Aminosäuresequenz, als auch das 
Substratspektrum betreffend, dem Oatp4 der Ratte am ähnlichsten. Der 64%igen 
Übereinstimmung mit Oatp4 entsprechend, transportiert OATP-C Gallensalze, wie 
Taurocholat, zudem konjugierte Steroide, Bilirubin-Monoglukuronide, Eikosanoide, 
Schilddrüsenhormone und Peptide. Vergleichbar mit dem NTCP besteht dabei eine 
besondere Affinität für Taurocholat [Kullak-Ublick et al.2000]. Wie die Oatp-Familie der   
Ratte, zeigen auch die humanen, organischen Anionentransportproteine einerseits ein 
großes überlappendes Spektrum an Substraten, die sie Na+-unabhängig in die 
Hepatozyten transportieren, gleichzeitig besitzen die Mitglieder aber auch einzigartige 
Transporteigenschaften. Spezifisch für den OATP-C ist der Transport von 
unkonjugiertem Bilirubin [Cui et al.2001]. Im Gegensatz zu OATP-A bevorzugt OATP-C 
organische Anionen, während amphipathische, organische Kationen vom Transport 
ausgeschlossen sind [Kullak-Ublick et al.2000].  
Das dritte Mitglied der OATP-Familie, OATP-8 (SLC21A8; SLCO1B3; OATP1B3 
[Hagenbuch&Meier2003]), ist, ebenso wie OATP-C, an der basolateralen Membran der 
Hepatozyten lokalisiert [König et al.2000 Am J Physiol/J Biol Chem]. Beide 
Transportproteine, die zu 80% übereinstimmen, sind im Gegensatz zu OATP-A 
leberspezifisch [Abe et al.1998, König et al.2000 J Biol Chem]. Während OATP-C 
selektiv unkonjugiertes Bilirubin und dessen glukuronidierte Konjugate transportiert, ist 
OATP-8 nicht signifikant an der Bilirubinaufnahme über die basolaterale Membran 
beteiligt [Cui et al.2001]. Aufgrund kontroverser Angaben über den Gallensalztransport 
durch OATP-8 in Studien mit Säugetierzellen und Eizellen [König et al.2000 J Biol 
Chem, Kullak-Ublick et al.2001], ist die Rolle des OATP-8 bei der Aufnahme von 
Gallensalzen noch nicht hinreichend geklärt. Gesichert ist, dass OATP-8 - analog Oatp4 
der Ratte - für den Transport von Cholezystokinin [Ismair et al.2001] und  - analog Oatp2 
- für Digoxin [Noe et al.1997] verantwortlich ist.  
Kurz zu erwähnen sei ein weiterer humaner, organischer Anionentransporter, OATP-B 
(SLC21A9), der an der basolateralen Membran lokalisiert, dabei allerdings nicht an der 
Aufnahme an Gallensalzen beteiligt ist [Kullak-Ublick et al.2001]. OATP-B ist kein 
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leberspezifisches Protein, sondern wird zusätzlich, wenn auch in geringerem Maße, in 
vielen anderen Organen, u.a. in Plazentagewebe exprimiert [St-Pierre et al.2002, Kullak-
Ublick et al.2001].  
1.2.2 Kanalikuläre Transportproteine 
Der unidirektionale Transport an der kanalikulären Hepatozytenmembran wird 
hauptsächlich über Adenosintriphosphat- (ATP-) abhängige Exportpumpen geleitet, die     
zu der ATP-binding cassette- (ABC-) Superfamilie gehören und über die Hydrolyse von 
ATP angetrieben werden. In der kanalikulären Hepatozytenmembran sind eine 
Gallensalzexportpumpe (Bsep/BSEP) für monovalente Gallensalze und eine 
Konjugatexportpumpe (Mrp2/MRP2) für divalente Gallensalze und diverse andere 
amphipathische Konjugate, inklusive GSH lokalisiert. Daneben existieren noch eine 
multidrug export pump (Mdr1/MDR1), welche für den Transport großer amphipathischer, 
organischer Kationen, wie verschiedene Pharmaka zuständig ist, Mdr2 (dem humanen 
MDR3 entsprechend) als Transportprotein für Phosphatidylcholin (Flippase), ein 
Chlorid/Bikarbonat- (Cl/HCO3--) Austauscher (AE2) für die HCO3--Exkretion und eine 
P-Typ ATPase (Fic1/FIC1), mit noch nicht hinreichend geklärter Funktion 
[Trauner&Boyer2003]. Der Cl-/HCO3--Austauscher ist dabei das einzige apikale 
Transportsystem, welches ATP-unabhängig funktioniert und somit, ebenso wie 
Fic1/FIC1, nicht der ABC-Superfamilie zugehörig ist [Meier et al.1985].  
In besonderem Maße hervorzuheben sind zum einen der Mrp2/MRP2, zuständig für die 
von Gallensalzen unabhängige Fraktion des Gallefluss, und zum anderen die 
Gallensalzexportpumpe Bsep/BSEP, hauptverantwortlich für den durch Gallensalze 
angetriebenen Gallefluss. 
Die Bilirubinkonjugat Exportpumpe Mrp2/MRP2 (Abcc2/ABCC2) [Paulusma et al.1996, 
Ito et al.1997, Ito et al.1998, Büchler et al.1996], früher als kanalikulärer, 
multispezifischer, organischer Anionentransporter (cMOAT) bezeichnet, ist ein 190kDa 
Phosphoglykoprotein, welches neben der mit Abstand stärksten Expression in der 
kanalikulären Hepatozytenmembran auch in Niere, Jejunum und Ileum lokalisiert ist, wo 
es ebenfalls an der Ausscheidung toxischer Verbindungen beteiligt sein dürfte [Evers et 
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al.1998]. Mrp2/MRP2 sezerniert eine große Bandbreite an amphipathischen, anionischen 
Substraten, wie LTC4, GSH (und -S-Konjugate), Glukuronide (z.B. Bilirubin-
Diglukuronide und Estradiol-17β-Glukuronide) und Sulfatkonjugate in die Galle. 
Divalente Gallensalze, wie sulfatiertes Tauro- oder Glykolithocholat gehören ebenfalls 
zum Substratspektrum des Mrp2/MRP2, monovalente Gallensalze dagegen nicht 
[Keppler et al.1998, Jedlitschky et al.1996, Jedlitschky et al.1997, Keppler&König1997, 
Ito et al.1997, Ito et al.1998, Oude Elferink&Jansen1994, Müller et al.1996].   
Im Gegensatz zu Mrp2/MRP2, als kanalikulär lokalisierte Isoform des multidrug 
resistance-associated protein [Stöckel et al.2000, Müller et al.1996], sind andere 
Mitglieder der multidrug resistance protein-Familie, Mrp1/MRP1, Mrp3/MRP3 und 
Mrp4/MRP4 an der basolateralen Membran gelegen [Soroka et al.2001, Denk et al.2004, 
Rius et al.2003]. Mrp3/MRP3 ist außer in Hepatozyten auch an der basolateralen 
Membran von Cholangiozyten [Soroka et al.2001, Donner&Keppler2001, Scheffer et 
al.2002] und intestinalen Epithelzellen [Rost et al.2002, Scheffer et al.2002, Hirohashi et 
al.2000] lokalisiert und spielt dort möglicherweise eine Rolle innerhalb des chole- und 
enterohepatischen Kreislaufs von Gallensalzen.  
Während Mrp1 und Mrp3 im Normalfall auf einem sehr geringen Level exprimiert 
werden, verzeichnet ihre Expression unter cholestatischen Bedingungen der Ratte einen 
rapiden Anstieg [Soroka et al.2001, Donner&Keppler2001, Ogawa et al.2000]. Das 
Substratspektrum dieser beiden ATP-abhängigen Exportpumpen umfasst, ähnlich 
Mrp2/MRP2, verschiedenste Glukuronide und GSH-Konjugate endogener und exogener 
Substanzen. Divalente Gallensalze, wie sulfatiertes Taurolithocholat und 
Taurochenodeoxycholat, werden mit hoher Affinität transportiert. Aufgrund des 
Transports von sulfatierten und glukuronidierten Gallensalzen, welche unter 
cholestatischen Bedingungen vermehrt über den Urin ausgeschieden werden können, 
stellt die unter solchen Umständen gesteigerte Expression der beiden Transportproteine 
möglicherweise einen wirksamen Mechanismus zur Eliminierung von Gallensalzen bei 
Patienten mit chronischer Cholestase dar [Raedsch et al.1981].  
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Das Transportspektrum des Mrp4/MRP4 (Abcc4/ABCC4) umfasst verschiedene 
Prostaglandine, Folate, Steroidkonjugate und Nukleotide [Chen et al.1999, Chen et 
al.2001, Denk et al.2004, Zelcer et al.2003, Reid et al.2003]. Mrp4/MRP4 dürfte zum 
einen für das Gleichgewicht im Gallensäurestoffwechsel von Bedeutung sein, da die 
Expression dieses Transporters in Abwesenheit der Gallensalzexportpumpe Bsep/BSEP 
deutlich erhöht ist [Sampath et al.2002]. Zum anderen scheint dieser Transporter durch 
die Fähigkeit, zyklische Nukleotide, wie zyklisches Adenosin- bzw. Guanin-
monophosphat (cAMP bzw. cGMP) zu transportieren, auch bei zellulären Signalen dieser 
Nukleotide eine Rolle zu spielen [Sampath et al.2002]. Des weiteren dürfte Mrp4, analog 
Mrp1/Mrp3, bei Cholestase im Sinne eines rescue-Mechanismus fungieren, da Mrp4 
physiologisch ebenfalls nur auf geringem Level exprimiert und erst bei Cholestase 
aktiviert wird [Denk et al.2004]. 
Der primär aktive Transport verschiedenster Gallensalze wird hauptsächlich über die 
Gallensalzexportpumpe (bile salt export pump) vermittelt. Bsep/BSEP 
(Abcb11/ABCB11), früher als sister of P-glycoprotein (Spgp/SPGP) bezeichnet, ist ein 
aus 1321 Aminosäuren aufgebautes Protein mit einer Molekularmasse von 160kDa 
[Gerloff et al.1998, Noe et al.2002]. Die Gallensalzexportpumpe wird exklusiv in 
kanalikulären Mikrovilli und subkanalikulären Vesikeln der Hepatozyten exprimiert. 
Monovalente Gallensalze werden vornehmlich über Bsep sezerniert. Die 
Gallensalzexportpumpe transportiert ATP-abhängig in absteigender Reihenfolge 
Taurochenodesoxycholat > Tauroursodesoxycholat = Taurocholat > Glykocholat = 
Cholat [Gerloff et al.1998]. Mit diesem Transportspektrum unterscheidet sie sich deutlich 
vom Mrp2/MRP2. Ein weiterer Unterschied der beiden kanalikulären Transportproteine 
zeigt sich bei ontogenetischen Untersuchungen der Ratte, die erkennen lassen, dass die 
Expression des Bsep ungefähr zeitgleich mit der Entwicklung der enterohepatischen 
Zirkulation von Gallensalzen auftritt. Im Gegensatz zu der pränatal kaum exprimierten 
Gallensalzexportpumpe, wird der Mrp2 bereits bei einem 16 Tage alten Fetus deutlich 
nachgewiesen, so dass Grund zu der Annahme besteht, dass die Exkretion monovalenter 
Gallensalze erst postpartum einsetzt [Zinchuk et al.2002]. Die Funktion des BSEP als das 
Haupttransportsystem der kanalikulären Hepatozytenmembran für Gallensalze wird bei 
Patienten mit progressiver, familiärer, intrahepatischer Cholestase (PFIC-2) deutlich, die 
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aufgrund einer Genmutation keine Gallensalzexportpumpe exprimieren und folglich eine 
biliäre Gallensalzkonzentration unter 1% der Norm aufweisen [Strautnieks et al.1998]. 
Studien an humanen Leberzellen zeigen auf, dass die Funktion des BSEP - abgesehen 
von möglichen Regulationsmechanismen auf transkriptioneller Ebene - über das Prinzip 
der kompetitiven Hemmung durch diverse Xenobiotika (z.B. Cyclosporin A und 
Rifampicin) beeinflusst wird [Byrne et al.2002, Stieger et al.2000]. 
Des weiteren existieren in der Familie der multidrug resistance proteins die multidrug 
resistance1 P-Glykoproteine (Ratte: Mdr1 und 2; Mensch: MDR1 und 3), deren 
Hauptaufgabe darin besteht, organische Kationen bzw. Phospholipide zu transportieren 
[Kamimoto et al.1989]. Während die physiologische Bedeutung des MDR1 bei der 
Galleformation noch unklar ist, da die Expression in der Leber gering und das Ausmaß an 
endogenen Substraten noch nicht bekannt ist, übt das Glykoprotein MDR3 eine 
leberspezifische Funktion aus, indem es Phosphatidylcholin über die kanalikuläre 
Membran transloziert [Trauner&Meier et al.1998].  
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Abbildung 1:  Expressionmuster hepatozellulärer Transportproteine bei unterschiedlichen 
Cholestasemodellen  
 
GS= Gallensäuren, OA- = organische Anionen, OK+  = organische Kationen 
 
1.3 Regulation der hepatozellulären Transportproteine 
Die funktionelle Expression der einzelnen Transportsysteme an der basolateralen und 
kanalikulären Hepatozytenmembran kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. 
Kontrollmechanismen auf Transkriptionsebene spielen ebenso eine Rolle, wie Ereignisse 
bei der RNA-Translation oder posttranskriptionelle Veränderungen. Letztere können z.B. 
den zytoplasmatischen Transport, die Stabilität oder Verarbeitung der mRNA betreffen. 
Auch Defekte im Proteintransport kommen zum Tragen. Die Aktivität der 
Transportproteine kann auf posttranskriptioneller Ebene auch durch (De-) 
Phosphorylierungsreaktionen oder direkt durch diverse Substrate gehemmt werden 
[Trauner&Boyer2003, Trauner&Meier et al.1998, Arrese&Trauner2003, 
Gartung&Ananthanaryanan et al.1996, Gartung&Schüle et al.1997, Chojkier1995]. 
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Seit Mitte der 90er Jahre ist die Superfamilie der nukleären Hormonrezeptoren von 
besonderem Interesse. Diese werden von unterschiedlichen Liganden (Hormonen, 
Steroiden, Retinoiden) aktiviert und als zentrale Regulatoren des hepatischen 
Metabolismus charakterisiert. Bisher sind ca. 150 Mitglieder dieser Superfamilie 
identifiziert worden [Karpen2002].  
Der klassische Aufbau nukleärer Rezeptoren zeigt am N- bzw. C-Terminus jeweils eine 
Aktivatorfunktion (AF1 bzw. -2). Erstere ist sowohl für die Interaktion von 
Koaktivatoren und -repressoren, als auch für die Liganden-unabhängige Aktivierung der 
Transkription zuständig, letztere dagegen steuert die Transaktion Liganden-abhängig. 
Eine DNA-Bindungsdomäne (DBD) ist verantwortlich für die Erkennung und Bindung 
an entsprechende response elements der Ziel-DNA. Diese response elements bestehen 
aus zwei Hexameren, wobei die jeweiligen sechs Basenpaare  (Prototyp: 5´-AGGTCA-
3´) von 0 bis 8 Zwischenräumen getrennt werden. Man unterteilt diese Bindungsstellen, 
welche von nukleären Rezeptoren zumeist als Heterodimere gebunden werden, in drei 
Klassen, wobei zwischen direct repeats (DR), inverted repeats (IR) und everted repeats 
(ER) differenziert wird. Reguliert wird die DNA-Bindungsaffinität und Funktion zum 
einen durch die Variabilität der Hexamersequenz, zum anderen durch zusätzliche oder 
intervenierende DNA-Sequenzen. Die DBD wird durch eine kleine hinge Region, welche 
die Dreidimensionalität der verschiedenen Domänen untereinander koordiniert, von einer 
Liganden-Bindungsdomäne (LBD) getrennt. Durch die differenzierende und 
identifizierende Funktion dieser Domäne werden die Affinitäten für diverse potentielle 
Liganden bestimmt [Karpen2002].  
Entsprechend ihrer DNA-Bindungseigenschaften und Dimerisation folgt eine 
Unterteilung der Kernrezeptoren in vier Subgruppen, I - IV. Die Klasse I umfasst 
Steroidrezeptoren, z.B. den androgen receptor (AR) und den estrogen receptor (ER), 
welche als Homodimere fungieren. Mitglieder der Klasse II dagegen sind obligate 
Bindungspartner des Klasse III Vertreters retinoid X receptor (RXR; NR2B1) und damit 
Heterodimere. Diese Komplexe binden mit hoher Affinität an die Ziel-DNA und 
aktivieren so die Gentranskription [Trauner&Boyer2003]. Hervorzuheben sind die 
nuklären Hormonrezeptoren pregnane X receptor (PXR; NR1I2), der beim Menschen die      
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Bezeichnung  steroid and xenobiotic receptor (SXR) erhält, all-trans-retinoic acid 
receptor (RAR; NR1B1 ), constitutive androstane receptor (CAR; NR1I3) und farnesoid 
X receptor (FXR; NR1H4), die allesamt der Klasse II zugehörig sind [Nuclear receptors 
nomenclature committee, Duarte et al.] und als Heterodimere mit RXR die RNA-
Transkription ihrer Zielgene regulieren. 
Der 1990 identifizierte Kernrezeptor RXR [Mangelsdorf et al.1990] lässt sich weiter 
differenzieren in RXRα, RXRβ und RXRγ, von denen vornehmlich RXRα für Studien an 
der Leber von Bedeutung ist, da dieser, abgesehen von einer geringen Verteilung in 
Lunge, Niere, Muskel und Milz, hauptsächlich in Lebergewebe exprimiert wird. Im 
Vergleich dazu erscheinen die beiden anderen Isoformen ubiquitärer verteilt 
[Mangelsdorf et al.1992]. Sie spielen aber möglicherweise bei verminderter Expression 
des RXRα auch bei physiologischen Vorgängen in der Leber eine Rolle [Karpen2002]. 
Experimente an hepatozytenspezifischen RXRα-knockout-Mäusen zeigen diverse 
Defekte im Hepatozytenstoffwechsel, vereinzelte Leberzellnekrosen und verminderte 
Regenerationsfähigkeit der Hepatozyten [Wan et al.2000, Imai et al.2001]. Aufgrund der 
Tatsache, dass Hormonrezeptoren der Klasse II auf die Heterodimerbildung mit RXR 
angewiesen sind, spiegeln sich Veränderungen in der Expression oder Funktion des RXR 
in den Zielgenen dieser Bindungspartner wieder. In RXRα-knockout-Mäusen zeigt sich 
dieser Zusammenhang in der reduzierten Aktivität einiger Enzyme der Cytochrom P 
(CYP-) Familie (CYP2B10 und CYP3A11), welche der Regulation des CAR bzw. PXR 
unterliegen [Wan et al.2000]. RXR ist somit in die verschiedensten Leberfunktionen 
involviert und nimmt zusammen mit seinen verschiedenen Bindungspartnern Einfluss auf 
Transportproteine, Gallensäuren, Xenobiotika, Cholesterin, Fettsäuren und 
Kohlenhydrate [Karpen2002]. 
Der pregnane X receptor (PXR) bzw. steroid and xenobiotic receptor (SXR) reguliert die 
Expression von Genen, die an der Entgiftung diverser Pharmaka oder Giftstoffe beteiligt 
sind [Xie et al.2000]. Dazu gehören neben organischen Anionentransportern der 
basolateralen und kanalikulären Membran auch verschiedene Mitglieder der CYP-450-
Familie. CYP-450 Enzyme katalysieren Hydroxylierungsreaktionen, die am Anfang der 
Enttoxifizierung von Gallensalzen und anderen Giftstoffen stehen. Gallensalze, v.a. 
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Lithocholat, sind als funktionelle Liganden des PXR in der Lage, koordinierend sowohl 
CYP3A Enzyme [Xie et al.2001], als auch Transportproteine [Guo&Choudhuri et 
al.2002] zu einer hepatischen Aufnahme der Substrate zu aktivieren. Studien an Mäusen 
zeigen, dass Xenobiotika ihre Fähigkeit zur Enzyminduktion verlieren, wenn das PXR-
Gen in knockout-Mäusen gezielt ausgeschaltet wird [Staudinger et al.2001, Xie  et 
al.2000].  
Lithocholat ist ein hydrophobes und somit potentiell toxisches Gallensalz, das bei 
Verfütterung an Mäusen zu schweren nekrotischen Leberschäden führen kann. 
Pregnolone-16-α-Carbonitril (PCN) wirkt leberprotektiv, indem es als Ligand von PXR 
und Induktor von CYP3A die Bildung hydroxylierter Metabolite von Lithocholat fördert 
und somit der Toxizität von Gallensalzen entgegenwirkt. Dieser protektive Effekt von 
PCN ist in PXR-knockout-Mäusen aufgehoben [Staudinger et al.2001, Xie et al.2001]. 
PCN und weitere Induktoren metabolisierender Enzyme, die ihre Wirkung über 
Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren, wie PXR ausüben, regulieren zum einen auf 
Transkriptionsebene, zum anderen über posttranskriptionelle Wege auch die Expression 
hepatozellulärer Transportsysteme [Trauner&Boyer2003]. Die Aktivierung von PXR 
durch Lithocholat resultiert in einer gesteigerten hepatischen Expression des organischen 
Anionentransporters Oatp2 sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene [Staudinger 
et al.2001, Guo&Choudhuri et al.2002, Stedmann et al.2005]. PXR fungiert demnach als 
Rezeptor, der sowohl die Aufnahme von potentiell hepatotoxischen Gallensalzen und 
weiteren endo- und exogenen Verbindungen über die basolaterale Hepatozytenmembran 
durch Aktivierung des Oatp2, als auch deren Metabolismus durch Aktivierung von 
CYP3A-Enzymen reguliert [Kullak-Ublick et al.2004].  
Andere Studien geben weiterhin Grund zu der Annahme, dass PXR-Liganden gleichfalls 
die Expression der beiden Exportpumpen Mrp2/MRP2 und Bsep/BSEP regulieren und 
damit auch den letzten Schritt in der Galleformation, die Ausscheidung metabolisierter 
Gallebestandteile über die kanalikuläre Membran, beeinflussen [Kast et al.2002, Stedman 
et al.2005, Kullak-Ublick et al.2004, Johnson&Klaassen2002].  
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Die Erkenntnis, dass PXR-Liganden über die Aktivierung metabolisierender Enzyme 
einen protektiven Effekt ausüben, wird durch Studienergebnisse an humanen 
Hepatozyten gestützt, in denen sich auch hydrophile Gallensalze, wie Ursodesoxycholat 
und Tauroursodesoxycholat als mögliche Stimulatoren von PXR bzw. CPY3A4 erweisen 
und somit den günstigen Effekt von Ursodesoxycholat bei chronischer Cholestase 
erklären könnten [Schuetz et al.2001]. Ein weiterer PXR-Ligand und Induktor von 
CYP3A, das Antibiotikum Rifampicin, kann ebenfalls in der Behandlung cholestatischer 
Lebererkrankungen eingesetzt werden [Bachs et al.1989, Cancado et al.1998].  
Der retinoic acid receptor (RAR) ist in drei Isoformen vertreten. RARα [Giguere et 
al.1987, Petkovich et al.1987], RARβ [Brand et al.1988] und RARγ [Krust et al.1989, 
Zelent et al.1989] unterscheiden sich bezüglich der Gewebsverteilung und ihres 
Expressionsmusters während der Entwicklung. Die Genregulation des RAR geschieht 
sowohl auf Transkriptionsebene als auch posttranskriptionell über 
Phosphorylierungsprozesse [Lefebvre et al.1995, Delmotte et al.1999, Kopf et al.2000, 
Rochette-Egly et al.2000, Gaub et al.1992]. Der erstidentifizierte RARα ist die 
vorherrschende Isoform in der Leber. Er aktiviert die Transportproteine Ntcp und Mrp2 
über die Bindung an entsprechende DNA-Sequenzen, retinoid response elements, in der 
Promotorregion dieser Gene. Retinoide - Vitamin A Derivate - fördern die Expression 
und Aktivität RAR:RXR-abhängiger Gene, die bei den verschiedensten metabolischen 
Vorgängen in der Leber eine Rolle spielen. Diese Gene betreffen zum einen die 
Serumprotein- und Gallensalz-Synthese [Yamada et al.1994, Li et al.1996, Crestani et 
al.1998], zum anderen Transportvorgänge an der basolateralen und kanalikulären 
Hepatozytenmembran über den Ntcp und Mrp2 [Sturm et al.1999, Denson et al.1999]. In 
der Promotorregion des Mrp2 ist ein RARα:RXRα cis element identifiziert worden, 
welches die Promotoraktivität über Rexinoide (RXR-spezifische Liganden) induziert und 
über Zytokine, wie z.B. Interleukin 1β (IL-1 β) supprimiert [Denson et al.2000]. 
1994 wurde der ebenfalls zu der Klasse II der nukleären Hormonrezeptoren zugehörige 
CAR identifiziert [Baes et al.1994], welcher viele Gemeinsamkeiten mit dem PXR 
aufweist. Als obligate RXR-Bindungspartner spielen beide nukleären Rezeptoren eine 
entscheidende Rolle sowohl beim Metabolismus und Transport verschiedener endogener     
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Substrate, wie Gallensäuren, Bilirubin, Fettsäuren und Hormone, als auch bei der 
Eliminierung diverser Xenobiotika [Choi et al.1997, Zucker et al.1996, Kullack-Ublick et 
al.2004]. Sie zeigen ein großes überlappendes Spektrum an Genen, die ihrer Regulation 
unterliegen. Diese Gene kodieren zum einen Enzyme, die an der Oxydierung, 
Glukuronidierung und Konjugation kleiner hydrophober Substrate beteiligt sind, z.B. 
verschiedene CYP-450 Enzyme und einige Transferasen, zum anderen regulieren sie 
auch den Transport dieser Substrate, z.B. über den Oatp2 und Vertreter der MRP-Familie 
[Ueda et al.2002, Rosenfeld et al.2003]. Besonders im Bilirubinmetabolismus scheint der 
CAR eine entscheidende Rolle zu spielen. Die Genexpression des organischen 
Anionentransporters Oatp2, der u.a. für die Aufnahme von freiem Bilirubin zuständig ist, 
unterliegt, ebenso wie einige Bilirubin metabolisierenden Enzyme, der Kontrolle des 
CAR [Sugatani et al.2001, Huang et al.2003, Guo et al.2003]. Diese Zielgene des CAR 
werden stark induziert, sobald der Serumspiegel des direkten Bilirubin ansteigt 
[Goodwin&Moore2004]. Auch in der Promotorregion des Mrp2, der konjugiertes 
Bilirubin an der kanalikulären Hepatozytenmembran exportiert, ist ein CAR-
Regulatorelement identifiziert worden [Kast et al.2002]. Somit scheint der CAR sowohl 
auf den Import, als auch auf den Metabolismus und Export von Bilirubin einen wichtigen 
Einfluss zu haben, so dass ihm bei Hyperbilirubinämie durch Induktion des Oatp2, Mrp2 
und metabolischer Enzyme eine protektive Rolle zugeschrieben wird 
[Goodwin&Moore2004]. Anhand von knockout-Experimenten wird aufgezeigt, dass die 
Leber durch den Verlust von PXR oder CAR vor schädlichen Einflüssen durch 
Gallensäuren schlechter geschützt ist [Stedmann et al.2005].  
Da die basale Aktivität des CAR hoch ist, benötigt er, im Unterschied zu anderen Klasse 
II Mitgliedern, keine Bindung an Liganden, um Zielgene aktivieren zu können 
[Honkakoski et al.1998, Forman et al.1998]. Nach bisherigen Erkenntnissen liegt der 
CAR in der Leber in zwei Isoformen vor [Choi et al.1997]. In vitro und in vivo Studien 
an Mäusen zeigen, dass der CAR im Zytoplasma lokalisiert ist und erst durch direkte 
oder indirekte Aktivierung in den Zellkern transloziert wird [Kawamoto et al.1999]. Ein 
Aktivator des klassischen, direkten Weges ist das Herbizid 1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) [Tzameli et al.2000]. Phenobarbital dagegen 
bindet nicht direkt an den CAR, sondern aktiviert die Translokation von CAR in den 
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Zellkern indirekt über eine    Phosphorylierung-Dephosphorylierung-Kaskade 
[Kawamoto et al.1999, Yoshinari et al.2003]. Auch Bilirubin, Steroide, wie z.B. 
Estradiol, und Gallensäuren aktivieren den CAR über diesen indirekten Weg. Nach seiner 
Translokation in den Zellkern bindet der CAR an entsprechende response elements, von 
denen DR-3, DR-4, DR-5, ER-6 und ER-8 identifiziert worden sind [Karpen2002, Ueda 
et al.2002, Kast et al.2002].  
Ein weiterer Vertreter der RXR-Bindungspartner aus der Klasse II der nukleären 
Rezeptoren ist der Gallensäurerezeptor FXR. Das Expressionsmuster des FXR zeigt v.a. 
eine hohe Expression in Zellen, die über den enterohepatischen Kreislauf mit 
Gallensalzen in Berührung kommen, wie Hepatozyten, Cholangiozyten und Enterozyten, 
aber auch in Zellen der Niere und Nebennierenrinde [Lu et al.2001]. Der FXR fungiert 
als ein Sensor für diverse Gallensäuren und wird selbst von ihnen aktiviert. Cholsäure, 
Chenodesoxycholsäure und Lithocholsäure sind FXR-Liganden von hoher Affinität 
[Parks et al.1999, Makishima et al.1999, Wang et al.1999]. FXR ist ein Aktivator des 
Bsep und Mrp2 Promotors [Plass et al.2002, Kast et al.2002]. Klassischerweise ist das 
response element ein ER-1 Element, wie in der Promotorregion der 
Gallensalzexportpumpe identifiziert. In der Promotorregion des Mrp2 dagegen stellt ein 
ER-8 Element die entsprechende Zielsequenz dar [Kast et al.2002, Ananthanarayanan et 
al.2001].  
Wildtyp Mäuse kompensieren die Folgen einer gallensäurehaltigen Diät, indem der Ntcp 
stark herabreguliert wird und Bsep unverändert exprimiert bleibt, so dass die Hepatozyten 
vor einer toxischen Anhäufung dieser Gallensäuren geschützt werden. FXR-knockout-
Mäuse dagegen zeigen unter diesen Versuchsbedingungen eine hohe Mortalität und 
schwere Leberzellnekrosen, da sie zum einen nicht in der Lage sind, den Import der 
Gallensäuren über den Ntcp herabzuregulieren, zum anderen können die Gallensäuren 
nicht adäquat exportiert werden, da die Expression des Bsep extrem reduziert ist [Sinal et 
al.2000]. Während der FXR den Promotor von Bsep und Mrp2 direkt aktiviert, spielt bei 
der Regulation des Ntcp ein sogenannter small heterodimer partner (SHP) eine Rolle, 
welcher bei Cholestase von FXR aktiviert wird und die Expression des Ntcp über eine 
direkte Inhibition des RAR:RXR vermindert [Denson et al.2001, Lee&Dell et al.2000, 
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Sinal et al.2000, Lee et al.1998]. Somit ist der FXR einer von vielen Regulatoren, die zu 
einer Herabregulation des Ntcp in den verschiedensten Cholestasemodellen und anderen 
induzierten Leberschäden führen [Sinal et al.2000, Trauner&Arrese et al.1998]. Er 
scheint demnach als wichtiger Koordinator für Synthese, Metabolismus und Transport 
von Gallensalzen zu fungieren [Sinal et al.2000]. Zudem belegen weitere Studien durch 
Kreuzung von FXR- und PXR-knockout-Mäusen (FPXR-knockouts), dass FXR und PXR 
miteinander kooperieren. FPXR-knockout-Mäuse zeigen im Vergleich zu seperaten FXR- 
bzw. PXR-knockout-Mäusen deutlich schwerere Leberschäden, erhöhte Serumspiegel 
von Gallensäuren und Bilirubin, sowie Disbalancen im Lipid-, Gallensäuren- und 
Cholesterolhaushalt [Guo et al.2003].  
Neben diesen Liganden-gebundenen nukleären Rezeptoren, kommt auch weiteren 
Transkriptionsfaktoren, wie hepatocyte nuclear factor 1 (HNF-1) und CCAAT-enhancer 
binding protein (C/EBP) eine große Bedeutung zu.  
Es existieren zwei Isoformen des hepatocyte nuclear factors: HNF-1α (LFB1) und HNF-
1β (LFB3). HNF-1α, der sogenannte liver-enriched Transkriptionsfaktor, ursprünglich 
als leberspezifisch deklariert [Frain et al.1989, Lichtsteiner&Schibler1998], dominiert 
zwar in Hepatozyten, ist zusätzlich aber auch in den Epithelzellen des renalen, 
proximalen Tubulus, Magen, Dünndarm, Kolon und geringgradig auch in Thymus und 
Milz lokalisiert. HNF-1β zeigt ein noch breiteres Verteilungsmuster [Baumhueter et 
al.1990, Kuo et al.1990]. Beide Isoformen sind in der Lage, sowohl Homo- als auch 
Heterodimere auszubilden, die an entsprechende 15 Nukleotide umfassende 
Konsensussequenzen binden [Trauner&Boyer2003]. HNF-1α reguliert die Transkription 
verschiedener hepatozytenspezifischer Gene, eingeschlossen des Transporters Ntcp 
[Trauner&Arrese et al.1998], sowie verschiedener Plasmaproteine, wie Albumin und 
Fibrinogen [Shih et al.2001]. In Studien mit HNF-1α-knockout-Mäusen ist die hepatische 
Expression nicht nur des Ntcp, sondern auch des organischen Anionentransporters Oatp2 
signifikant reduziert [Shih et al.2001]. Dies äußert sich in einer verminderten Aufnahme 
von Gallensäuren über die basolaterale Membran mit einem konsekutiv erhöhten 
Gallensäure-Spiegel im Plasma. Auch für die Expression des humanen OATP-C und 
OATP-8 ist HNF-1α von Bedeutung [Jung et al.2001]. HNF-1 scheint nicht nur bei der 
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Transkription einer Reihe in der Leber exprimierter Gene eine große Rolle zu spielen, 
sondern auch in die Expression intestinaler Gene involviert zu sein [Wu et al.1994]. 
Zudem reguliert der   Transkriptionsfaktor auch die Expression des nukleären 
Hormonrezeptors FXR [Shih et al.2001]. 
Die Transkriptionsfaktoren der CCAAT enhancer binding protein Familie (C/EBPs) 
spielen bei der Regulation diverser Vorgänge der zellulären Differenzierung, 
Proliferation und verschiedener metabolischer Funktionen, wie z.B. der Glukogenese eine 
Rolle [Lekstrom-Himes&Xanthopoulos1998, Ramji&Foka2002]. Zudem sind sie bei 
Entzündungsreaktionen in Leber- und Fettgewebe und im hämatopoetischen System von 
Bedeutung. Dem Aufbau der nukleären Rezeptoren ähnelnd, bestehen diese Proteine aus 
einer Aktivierungsdomäne, einer DNA-Bindungsstelle und einer für die DNA-Bindung 
notwendigen Dimerisierungsdomäne [Lekstrom-Himes&Xanthopoulos1998]. Durch die 
Dimerisierung von C/EBP Proteinen wird die Transkriptionsaktivität ihrer Zielgene 
moduliert. Mittels dieser dimerisierenden Region bilden die einzelnen 
Transkriptionsfaktoren der Familie untereinander Homo- oder Heterodimere. Neben 
Verbindungen innerhalb der Familie, interagieren sie auch mit anderen 
Transkriptionsfaktoren, um die Regulation der mRNA-Transkription zu beeinflussen. 
Dabei agieren sie sowohl als Aktivatoren als auch als negative Repressoren [Lekstrom-
Himes&Xanthopoulos1998].  
Die C/EBPs zeigen viele strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten, aber variable 
Gewebespezifitäten, DNA-Bindungen und somit Transaktivierungsmuster verschiedener 
Gene. Für eine normale Synthese und Funktion der Hepatozyten ist das korrekte 
Zusammenspiel der C/EBP Isoformen von essentieller Bedeutung, wenngleich das 
erstidentifizierte Protein C/EBPα [Landschulz et al.1988, Birkenmeier et al.1989] die 
vorherrschende Isoform in der Leber darstellt und somit die entscheidende Rolle in der 
endgültigen Differenzierung und Funktion der Leberzellen trägt [Diehl&Yang1994, 
Diehl et al.1994]. Folglich weisen C/EBPα-knockout-Mäuse eine deutlich gestörte 
Hepatozytenstruktur und hepatische Architektur auf [Lekstrom-
Himes&Xanthopoulos1998, Flodby et al.1996]. Der C/EBPβ dagegen spielt vornehmlich 
bei Entzündungsprozessen in der Akutphase der Abwehr eine Rolle. Dies suggeriert die 
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erhöhte Expression des C/EBPβ unter Stimulation mit LPS, Interleukin 1 (IL-1), IL-6  
und anderen Entzündungsmediatoren [Diehl1998, Akira et al.1990, An et al.1996, 
Matsuno et al.1996].  
In den Promotorregionen sowohl des Ntcp und Mdr1b der Ratte, als auch des humanen 
NTCP, MDR3 und MRP2 sind entsprechende C/EBP Bindungsstellen identifiziert worden 
[Karpen et al.1996, Stöckel et al.2000, Shiao et al.2000, Müller2000]. Der Ntcp/NTCP- 
Promotor besitzt mehrere mögliche C/EBPα und C/EBPβ Bindungsstellen. Studien über 
die Genregulation des Ntcp Promotors durch den RARα:RXRα zeigen, dass für die 
maximale Aktivierung des Ntcp Promotors durch Retinoide über RARα:RXRα zusätzlich 
ein C/EBPα Element notwendig ist [Denson et al.2000]. C/EBPα potenziert demnach die 
Transaktivierung des Ntcp durch Retinoide. Dies verdeutlicht das kooperative 
Zusammenspiel von C/EBP und anderen nukleären Hormonrezeptoren bei der 
Aktivierung von Transportproteinen [Denson et al.2000].  
Kurz zu erwähnen sei auch die Familie der Signal transducers and activators of 
transcription (STAT), die durch Bindung extrazellulärer Polypeptide 
(Wachstumsfaktoren, Zytokine u.a.) an transmembrane Rezeptoren aktiviert werden. Das 
Hormon Prolaktin führt zu einer gesteigerten Expression des Ntcp, indem es die Bindung 
von STAT5 an Prolaktin response elements in der Promotorregion des Ntcp induziert und 
somit dessen Transkription reguliert [Ganguly et al.1997]. Nach Interaktion von Prolaktin 
mit einem Prolaktinrezeptor wird eine Signalkaskade mehrerer Phosphorylierungsschritte 
eingeleitet, in die auch STAT5 eingebunden ist. Phosphorylierte STAT5 Proteine 
formieren sich zu Dimeren, die in den Zellkern translozieren, um dort an spezifische 
DNA-Sequenzen zu binden und die Transkription Prolaktin-responsiver Gene zu 
aktivieren [Lebrun et al.1994, Gouilleux et al.1994, Groner&Gouilleux1995]. 
Untersuchungen an weiblichen Ratten in der postpartalen Phase zeigen, dass der zu dieser 
Zeit erhöhte Serumspiegel an Prolaktin zeitgleich mit einer Akkumulation des STAT5 
zusammenfällt. Der Stimulationseffekt von Prolaktin auf den hepatischen Na+- 
Taurocholat Kotransporter scheint demnach primär auf einer durch STAT5 gesteigerten 
Transkription des Ntcp zu beruhen [Ganguly et al.1997]. 
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Gesammelte Daten über die transkriptionelle Regulation bei Eukaryonten, sämtliche 
Transkriptionsfaktoren, ihre Zielgene und DNA-Bindungsstellen sind in der TRANSFAC 
Datenbank zusammengestellt. Dort ist die aktuelle Klassifikation der 
Transkriptionsfaktoren aufgelistet [http://www.gene-regulation.com]. 
 
Abbildung 2:  Transkriptionsfaktoren und ihr Einfluss auf die Regulation hepatozellulärer 
Transportproteine 
 
GS= Gallensäuren, OA- = organische Anionen, OK+  = organische Kationen, GSH = Glutathion 
 
1.4 Pathogenese der Cholestase 
Eine Beeinträchtigung der Gallebildung oder des Galleflusses sowohl durch infektiöse, 
autoimmune, metabolische oder genetische Dysfunktionen, als auch durch Pharmaka 
verursacht ein Syndrom, welches als Cholestase, „Gallestauung“, bekannt ist 
[Trauner&Meier et al.1998, Trauner et al.1999, Trauner&Boyer2003]. Bei einer 
intrahepatischen Cholestase, z.B. als Folge einer Hepatitis, Leberzirrhose, bakteriellen 
Infektion, Erkrankung der intrahepatischen Gallenwege oder durch diverse Pharmaka, 
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liegt eine Störung der Gallesekretion in der Leber vor. Diese Form ist von der 
extrahepatischen Cholestase zu unterscheiden. Sie ist das Resultat einer Abflussstörung       
in den extrahepatischen Gallengängen. Dabei kommen sowohl intrakanalikuläre 
(Papillenstenosen, Cholangitis, Parasitenbefall, Choledochussteine u.a.), als auch 
extrakanalikuläre Ursachen (Pankreatitis, Tumoren, Leberabszesse u.a.) zum Tragen. 
Extra- und intrahepatische Cholestase, klinisch nicht voneinander zu trennen, äußern sich 
in Ikterus, Pruritus, dunkel verfärbtem Urin und acholischen Stühlen. Unterstützt wird die 
Diagnose durch den Anstieg Cholestase-empfindlicher Enzyme (Alkalische Phosphatase 
(AP), Leuzin-Aminopeptidase (LAP), Gamma-Glutamyl-Transferase (γGT)), dem 
Anstieg des direkten oder indirekten Bilirubins und der Serum-Gallensäuren sowie durch 
potentiell auftretende Folgen einer Resorptionsstörung fettlöslicher Vitamine [Braunwald 
et al.2002, Classen et al.2003]. 
Cholestase kann zum einen durch eine beeinträchtigte Galleformation in den Hepatozyten 
entstehen, zum anderen auch durch eine gestörte Gallesekretion in die Gallengänge. Die 
verschiedenen Transportsysteme an der polarisierten Hepatozytenmembran spielen dabei 
eine entscheidende Bedeutung, wobei sie im Rahmen der Cholestase unterschiedlich 
reguliert werden. Während einige Alterationen im Expressionsmuster der 
Transportproteine (z.B. Mrp2) cholestaseverstärkend wirken, wird die Expression anderer 
Transporter teilweise derart verändert, dass sie im Sinne eines protektiven Mechanismus 
einer Cholestase eher entgegensteuert (z.B. Ntcp) [Kullak-Ublick et al.2000]. Die 
Herabregulationen einiger Transporter unter diversen Cholestaseformen erklären dabei 
die zu Cholestase führenden Alterationen im biliären Transport [Arrese&Trauner2003, 
Kullak-Ublick et al.2004, Lee&Boyer2000, Trauner&Meier et al.1998, Trauner et 
al.1999]. 
Die molekularen Veränderungen im Rahmen verschiedenster Cholestaseformen beim 
Menschen lassen sich experimentell an Tiermodellen der Maus oder Ratte untersuchen. 
So simulieren Ethinylöstradiol-behandelte Ratten eine Schwangerschaftscholestase oder 
Cholestase als mögliche Folge der Einnahme oraler Kontrazeptiva. Endotoxin- 
(Lipopolysaccharid (LPS)-) behandelte Tiere stellen dagegen das Modell einer Sepsis-
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induzierten Cholestase dar. Das Krankheitsbild einer extrahepatischen Gallenobstruktion 
(bile duct ligation (BDL)) kann durch eine künstliche Gallengangsligatur erzeugt werden. 
1.5 Östrogene und molekulare Grundlagen 
Östrogene sind weibliche Geschlechtshormone, welche ihre Wirkung über die Bindung 
mit komplex aufgebauten Östrogenrezeptoren entfalten. Die Transkription Östrogen-
sensibler Gene kann sowohl über entsprechende estrogen response elements in der Ziel-
DNA, als auch über die Bindung des Östrogenrezeptors an weitere 
Transkriptionsfaktoren gesteuert werden. Letzterer Signalweg wird bei AP-1 regulierten 
Genen beobachtet. 
1.5.1 Östrogenrezeptoren  
Fast alle Effekte von Östrogenen beruhen auf der initialen Komplexbildung von 
Östrogenmolekülen mit Östrogenrezeptoren. Östrogenrezeptoren besitzen die funktionell 
bedeutsamen Domänen A/B, C, D, E und F mit unterschiedlichen Funktionsbereichen 
[Rollerova&Urbancikowa2000]. Die A/B- Domäne ist überwiegend für die Aktivierung 
der Transkription von Bedeutung [Horwitz et al.1996]. Die Abschnitte C und D fungieren 
dagegen vornehmlich als DNA-Bindungsstellen [Schwabe et al.1993]. Zusätzlich besitzt 
C eine schwach dimerisierende Funktion. Die hypervariable Domäne D dient einerseits 
als Ligandenbindungsstelle, da sie für die maximale Affinität eines Liganden an den 
Rezeptor entscheidend ist, andererseits ermöglicht sie eine Konformationsänderung des 
Rezeptorproteins [Tsai&O´Malley1994]. Ebenfalls für die Ligandenbindung zuständig ist 
die Domäne E. Sie bestimmt die Bindungsspezifität des Östrogenrezeptors und 
ermöglicht sowohl die Dimerisation von monomeren Rezeptoren 
[Forman&Samuels1990], als auch die Interaktion der Östrogenrezeptoren mit 
Koaktivatoren bzw. -repressoren der Transkription [Horwitz et al.1996] und 
Hitzeschockproteinen [Pratt&Toft1997]. Analog der N-terminalen A/B-Domäne ist auch 
die C-terminale F-Domäne für die Aktivierung der Transkription zuständig und 
unterdrückt gleichzeitig die Aktivität von Antiöstrogenen 
[Rollerova&Urbancikowa2000]. 
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Es gibt zwei Subtypen von Östrogenrezeptoren mit jeweils verschiedenen Isoformen und 
Varianten. Der klassische Östrogenrezeptor ERα, bereits 1986 kloniert [Green et 
al.1986], unterscheidet sich in der Struktur deutlich von dem zweiten Subtyp ERβ, der 
erst 11 Jahre später entdeckt wurde [Kuiper et al.1996]. Abgesehen von der großen 
Homologie der beiden DNA-Bindungsstellen ähneln sich die beiden Subtypen wenig. 
Dies gilt insbesondere für die Ligandenbindungsstellen, deren Aminosäurensequenzen 
sich nur zu 55% decken, was zur Folge hat, dass einige Liganden mit unterschiedlichen 
Affinitäten an beide Rezeptoren binden. Östrogenrezeptoren, der Klasse I der nukleären 
Hormonrezeptor-Superfamilie zugehörig, liegen, solange sie nicht an Liganden gebunden         
sind, frei im Zytoplasma oder in der Übergangszone zwischen Zytoplasma und Zellkern 
der Zielzelle vor. Bisher ist es noch nicht gelungen, deren genaue Lokalisation zu 
bestimmen. Zur Stabilisierung der Östrogenrezeptoren in diesem inaktiven Zustand und 
zur gleichzeitigen Maskierung der DNA-Bindungsstelle, sind sie an Hitzeschockproteine 
gebunden [Smith&Toft1993].  
1.5.2 Transkriptionelle Regulation 
Nach Diffusion eines Östrogenmoleküls in die Zielzelle und Bindung an die 
Ligandenbindungsstelle eines Östrogenrezeptors kommt es zu einer 
Konformationsänderung dieser Bindungsstelle mit der Folge, dass sich die Rezeptor-
assoziierten Proteine von dem Rezeptor lösen. Erst nach deren Dissoziation kann der 
Hormon-Rezeptor-Komplex in den Zellkern eindringen [Gruber et al.2002]. Auf dem 
klassischen Weg der transkriptionellen Regulation bindet dieser Komplex nun als Homo- 
oder Heterodimer [Pettersson et al.1997, Tremblay et al.1999] an eine spezifische DNA-
Sequenz, das sogenannte estrogen response element (ERE), in den Promotoren Östrogen-
empfänglicher Gene. Dieses estrogen response element besteht aus einer palindromen 
Sequenz  5‛-GGTCAnnnTGACC-‛3, mit insgesamt 13 Basenpaaren, von denen die 
mittleren drei Nukleotide variabel [n] vorkommen können [Walker et al.1984, 
Beato1989]. Dennoch weisen nur wenige Gene, die durch Östrogene in ihrer 
Transkription beeinflusst werden, diese Sequenz auf. Meistens liegen abgewandelte 
Sequenzen vor, die eine etwas geringere Affinität zu den Östrogenrezeptoren aufweisen 
[Driscoll et al.1998].  
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Die Transkription wird nicht durch die alleinige Bindung des Östrogen-Östrogenrezeptor-
Komplexes an das estrogen response element gestartet. Hierfür benötigt die als 
Katalysator agierende RNA-Polymerase II einen sogenannten Transkriptions-Initiations-
Komplex [Jakacka et al.2001]. Dieser wird aus dem Hormon-Rezeptor-Komplex und 
mehreren koregulatorischen Proteinen, wie z.B. dem TATA-Box-Bindungsprotein und 
weiteren mit der TATA-Box assoziierten Proteinen, gebildet. Der Gesamtkomplex bindet 
nun über die DNA-Bindungsstelle des Östrogenrezeptors an das estrogen response 
element und stimuliert so die Transkription [Jakacka et al.2001]. Zusätzlich wird die 
Transkriptionsrate durch die Interaktion des Rezeptormoleküls mit diversen Kofaktoren, 
die entweder als Koaktivatoren oder Korepressoren fungieren können, und den Einfluss 
von weiteren Transkriptionsfaktoren moduliert. Die Art des an den Östrogenrezeptor 
gebundenen Liganden beeinflusst seine Interaktion mit Kofaktoren. Klassischerweise 
kommt es nach Bindung eines Agonisten an den Rezeptor zu einer Interaktion mit 
Koaktivatoren und demnach zu einer Steigerung der Transkriptionsrate [Jakacka et 
al.2001]. Werden dagegen Antagonisten gebunden, tritt der Rezeptor nicht mit 
Koaktivatoren zusammen, so dass die Transkription auch nicht aktiviert wird [Jakacka et 
al.2001].  
Neben dem traditionellen Östrogen-Signalweg können Östrogen-Östrogenrezeptor-
Komplexe auch die Transkription solcher Gene beeinflussen, die keine estrogen response 
elements aufweisen. Alternativ kommt es demnach nicht zu einer direkten Bindung des 
aktivierten Östrogenrezeptors an die DNA, sondern nur indirekt über die Interaktion mit 
anderen Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits wiederum an entsprechende response 
elements der Ziel-DNA binden. Ein Beispiel für die Protein-Protein-Interaktion eines 
Östrogenrezeptors mit einem anderen Transkriptionsfaktor stellen solche Gene dar, die 
der Regulation des activating protein-1 (AP-1) unterliegen [Paech et al.1997]. Die 
Regulation der Zielgene dieser über AP-1 vermittelten Östrogenrezeptor-Bindung 
unterscheidet sich von der Regulation über estrogen response elements. Im Gegensatz zu 
seinen inhibierenden Effekten an estrogen response elements wirkt das synthetische 
Antiöstrogen Tamoxifen an einem AP-1 Element, ebenso wie das natürliche Östrogen 
17βÖstradiol, nicht als Inhibitor, sondern als Transaktivator [Paech et al.1997]. Die 
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beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ reagieren dabei unterschiedlich auf ihre 
Liganden, wenn sie an ein AP-1 Element binden [Paech et al.1997]. Antiöstrogene, wie 
Tamoxifen üben auf die Transkription eines AP-1-regulierten Gens sowohl über ERα, als 
auch über ERβ einen transaktivierenden Effekt aus. Östrogene, wie Östradiol dagegen 
aktivieren die Transkription eines AP-1 Gens nur über ERα. Über eine ERβ-AP-1-
Bindung wirken sie demgegenüber als Transkriptions-Inhibitor [Paech et al.1997].   
1.6 Östrogene und ihre Effekte auf die Leber 
Östrogene können bei Mensch und Tier zu verschiedenen Krankheitsbildern der Leber 
führen. Neben verschiedenen pathologischen Vorgängen, die zu einer Cholestase führen 
können, scheinen Östrogene auch bei der Entstehung von Lebertumoren eine Rolle zu 
spielen. 
1.6.1 Östrogene und Cholestase 
Östrogene können zu einer reversiblen intrahepatischen Cholestase führen. Dieses 
Phänomen ist im klinischen Alltag sowohl aus der Schwangerschaft, als auch aus der 
Einnahme von Kontrazeptiva oder der postmenopausalen Substitution von 
östrogenhaltigen Hormonpräparaten seit langem bekannt [Schreiber&Simon1983, Goerke 
et al.2003, Holzgreve et al.2000, Riely&Bacy2004]. Nachdem das klinische Bild der 
Schwangerschafts-induzierten Cholestase erstmalig 1954 [Svanborg1954] beschrieben 
und durch die weitverbreitete Einführung  östrogen- / progesteronhaltiger Kontrazeptiva 
zu Beginn der 60er Jahre das Interesse an einem möglichen Zusammenhang zwischen 
weiblichen Geschlechtshormonen und Cholestase weiter verstärkt wurde, folgten bis 
heute zahlreiche klinische und (Tier-) experimentelle Studien zu diesem Thema 
[Vore1987, Heikel&Lathe1970, Arrese&Trauner2003, Cao et al.2001, 
Auansakul&Vore1982, Brock&Vore1984, Rosario et al.1988, Smith&Gordon1988, 
Keefe et al.1979, Davis&Kern1976, Berr et al.1984, Alvaro et al.1997, Jaeschke et 
al.1987, Bossard et al.1993, Stacey1986, Arrese et al.1995, Gumucio&Valdivieso1971, 
Lee et al.2000, Simon et al.1996, Huang et al.2000, Koopen et al.1998, Kreek1987].  
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1.6.2 Intrahepatische Schwangerschaftscholestase (ICP) 
Die Schwangerschaftscholestase ist eine intrahepatische Cholestase, welche vornehmlich 
im letzten Trimenon der Schwangerschaft akut auftritt [Goerke et al.2003, Holzgreve et 
al.2000, Schmidt-Matthiesen&Hepp1998, Riely&Bacq2004]. Die Häufigkeit ist 
geographischen Unterschieden unterlegen, in Westeuropa beträgt sie 0,1 bis 0,2%. Die 
Patientinnen werden von quälendem Pruritus ohne Hautirritationen geplagt, der sich    
häufig an den Handinnenflächen, mit lokalisierter Hyperhydrose manifestiert, aber auch 
generalisiert auftritt. Ein Ikterus ist nicht zwingend, typische Cholestaseanzeichen, wie 
ein dunkel verfärbter Urin und aufgehellter Stuhl werden häufig beobachtet. Die 
Ätiologie ist heterogen [Savander et al.2003]. Neben einer hereditär erhöhten Sensibilität 
gegenüber Östrogenen während einer Schwangerschaft und exogenen Faktoren werden 
genetische Mutationen an Transportproteinen der Hepatozytenmembran diskutiert. So 
sind Mutationen des MDR3-Gens aufgedeckt worden, die bei der Pathogenese der 
Schwangerschafts-induzierten Cholestase eine Rolle spielen [Dixon et al.2000, Pauli-
Magnus et al.2004, Paus et al.2004]. Auch der Gallensalzexportpumpe Bsep wird eine 
Bedeutung zugeschrieben [Pauli-Magnus et al.2004, Paus et al.2004, Eloranta et al.2003, 
Wang et al.2002].  
Laborparametrisch lassen sich ein 10- bis 100fach erhöhtes direktes Bilirubin, sowie 
erhöhte Werte für die Gesamtgallensäuren-Serumkonzentration, AP, LAP, γGT und der 
Transaminasen feststellen. Differentialdiagnostisch müssen pruritogene 
Hauterkrankungen, Hepatitiden (auch arzneimittelbedingte Leberaffektionen) und eine 
primäre biliäre Zirrhose ausgeschlossen werden. Während für die Mutter kein erhöhtes 
Risiko besteht, ist die fetale Prognose möglicherweise durch eine erhöhte kindliche 
Mortalität verschlechtert. Es kann zu einer fetalen Asphyxie bis hin zu einem 
intrauterinen Fruchttod, sowie vorzeitiger Wehentätigkeit mit erhöhter Frühgeburtenrate 
kommen [Goerke et al.2003, Holzgreve et al.2000, Paus et al.2004, Glantz et al.2004]. 
Dabei ist das kindliche Risiko entscheidend vom Gallensäuregehalt im mütterlichen 
Serum abhängig. Erst ab einer Konzentration von 40µmol/l ist mit möglichen kindlichen 
Komplikationen zu rechnen, wobei das kindliche Risiko mit jedem weiteren µmol 
Gallensäuren/l um 1-2% ansteigt [Glantz et al.2004]. Somit kann zwischen einer 
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schweren und einer milden Form der ICP unterschieden werden, von denen letztere 
weitaus häufiger vertreten ist [Glantz et al.2004]. Therapeutisch werden juckreizstillende 
und Cholestase-mildernde Medikamente, wie Ursodesoxycholsäure oder Colestyramin 
verabreicht, welche für Mutter und Kind gut verträglich sind [Lammert et al.2003]. Das 
Krankheitsbild ist nach Schwangerschaftsbeendigung rasch und vollständig reversibel, es 
besteht jedoch eine Rezidivrate von 40 bis 60% für eine nachfolgende Schwangerschaft 
[Goerke et al.2003]. 
1.6.3 Cholestase unter Ovulationshemmer-Einnahme 
Ovulationshemmer beinhalten als Östrogen-Komponente Ethinylöstradiol oder 
Mestranol, welches Derivate des stärksten natürlichen Östrogens, des Östradiols, sind. 
Sexualsteroide können den hepatischen Stoffwechsel beeinträchtigen. So kommt es unter 
Östrogen-Einfluss zu einer Reduktion sowohl der Gallensalz-abhängigen, als auch der 
Gallensalz-unabhängigen Fraktion des Galleflusses, wobei letztere in weitaus größerem 
Maße betroffen ist [Schreiber&Simon1983, Gumucio&Valdivieso1971, Koopen et 
al.1998, Keefe et al.1979]. Bei Einnahme von Ovulationshemmern kann es zu einer 
gestörten Gallensäurebildung bzw. -sekretion und Verringerung der 
Bilirubinkonjugierung und -ausscheidung mit Cholestase als Folge kommen. Daraus 
resultiert ein erhöhtes Gallenstein-Risiko von Frauen unter Ovulationshemmer-Einnahme 
[Schmidt-Matthiesen&Hepp1998].  
1.6.4 Östrogene und Lebertumoren 
Seit Sexualsteroide als orale Kontrazeptiva eingeführt wurden, ist die Inzidenz von 
benignen Lebertumoren angestiegen [Nissen et al.1979, Ferrara&Rutland1988]. 
Östrogene spielen bei der Pathogenese von Leberzelladenomen eine entscheidende Rolle, 
wobei das Risiko für die Entwicklung eines Adenoms nach langjähriger Einnahme oraler 
Kontrazeptiva erhöht ist [Buhler et al.1982, Christensen et al.1986, Aseni et al.2001, 
Nissen et al.1979]. Die Inzidenz liegt bei 3/100000 Frauen pro Jahr [Schmidt-
Matthiesen&Hepp1998, Holzgreve et al.2000]. Auch bei der Entstehung bzw. 
Progression von fokal-nodulären Hyperplasien (FNH) wird der Einfluss von oralen 
Kontrazeptiva diskutiert [Meunier et al.1998, Grabowski et al.1975, Kinch&Lough1978, 
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Nissen et al.1979, Wedig&Altmann1991]. Sehr selten kann es zu einer Transformation 
eines benignen Leberzelladenoms in ein malignes Leberzellkarzinom kommen 
[Gyorffy1989]. Ein möglicher Zusammenhang zwischen einer - langjährigen - Einnahme 
oraler Kontrazeptiva und dem Auftreten eines Leberzellkarzinoms wird diskutiert 
[Kenya1990, Gattenell et al.1978, Balazs et al.1977]. In tierexperimentellen 
Untersuchungen konnte für synthetische Östrogene, wie z.B. Ethinylöstradiol, eine 
Hepatokarzinogenese-fördernde Wirkung aufgezeigt werden [Yager et al.1984, 
Wanless&Medline1982, Chen et al.1999, Campen et al.1990]. 
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2 Fragestellung 
Die molekularen Mechanismen der obstruktiven und septischen Cholestase konnten 
anhand der Tiermodelle nach Gallengangsligatur oder Endotoxin-Gabe bei der Ratte 
bereits gut charakterisiert werden. Im Östrogenmodell fehlen bisher umfassende 
Untersuchungen über mögliche Alterationen der verschiedenen Transportsysteme, v.a. 
der Familie der organischen Anionentransporter. Dabei sind nicht nur die 
Expressionsmuster der Transportproteine, sondern auch die möglichen, 
zugrundeliegenden Regulationsmechanismen durch Transaktivatoren, wie der hepatocyte 
nuclear factor 1α (HNF-1α), CCAAT enhancer binding protein α (C/EBPα), retinoic 
acid receptor : retinoid X receptor (RAR:RXR) und  pregnane X receptor : retinoid X 
receptor (PXR:RXR), die teilweise bereits in anderen Cholestasemodellen untersucht 
wurden, von besonderem Interesse. Die vorliegende Arbeit soll neben den unspezifischen 
Östrogen-Effekten auf die Hepatozyten selektive Alterationen der an der Gallebildung 
beteiligten Transporter systematisch untersuchen und so zu einem besseren Verständnis 
der Pathophysiologie der Östrogen-induzierten Cholestase beitragen. 
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3 Material und Methoden 
Um die Regulation hepatozellulärer Transportproteine zu analysieren, wurden nach 
Aufarbeitung des aus Ratten gewonnenen Lebergewebes sowohl die RNA-Expressionen 
und Proteinmassen der Transporter, als auch die DNA-Bindungsaktivitäten einiger 
Transkriptionsfaktoren untersucht.  
3.1 Tiere und Behandlung 
Die Experimente wurden mit 250 bis 300g schweren männlichen Ratten der Zuchtlinie 
Sprague-Dawley aus der Tierzucht der Universitätsklinik Aachen durchgeführt. Die 
Ratten hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und  wurden unter tierschutzgerechten 
Bedingungen bei standardisiertem Hell-/Dunkelrhythmus (12 Stunden hell, 12 Stunden 
dunkel) in konstanter Umgebungstemperatur von 20°C gehalten. Die Versuchsgruppen 
umfassten je vier Tiere, die jeweils für einen halben, einen, drei oder fünf Tage behandelt 
wurden. Die Tiere erhielten für bis zu fünf Tage täglich eine subkutane Injektion von 
17α-Ethinylöstradiol (EE) (Sigma, Steinheim) in einer Dosierung von 5mg/kg KG. Als 
Trägersubstanz diente 1,2 Propanediol (Sigma), da Ethinylöstradiol nicht wasserlöslich 
ist. Kontrolltiere (shams) wurden über den Beobachtungszeitraum nur mit 1,2 
Propanediol behandelt, um möglichst identische Versuchsbedingungen zwischen den 
beiden Untersuchungsgruppen zu schaffen. Somit konnten vor allem stressbedingte 
Veränderungen im Organismus der mit Ethinylöstradiol behandelten Versuchstiere 
weitestgehend ausgeschlossen werden. 
3.2 Probenentnahme 
Die Leber- bzw. Serumentnahme erfolgte 12 Stunden, 24 Stunden, drei oder fünf Tage 
nach der Injektion von Ethinylöstradiol, nachdem die Ratten mittels einer Überdosis 
inhalativen Isoflurans getötet wurden. Nach Durchtrennung aller Bauchwandschichten 
wurden die inneren Organe freigelegt, die Pfortader aufgesucht, kanüliert und mit 0,9% 
Natriumchlorid so lange perfundiert, bis die Leber blutleer erschien. Ca. 5mg des 
entnommenen Lebergewebes wurden sofort frisch für die Kernextraktion verarbeitet, der 
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Rest für die Mikrosomen-Proteine und mRNA-Extraktion zuerst in flüssigem Stickstoff, 
später bei -70°C tiefgefroren.      
Zuvor wurden durch Herzpunktion ca. 5ml Blut entnommen und das Serum 
abzentrifugiert. Von dem abpippetiertem Serum wurden 300µl einer direkten Analyse 
zugeführt, der Rest wurde in Eppendorfgefäßen bei -20°C tiefgefroren. Unter 
Verwendung der Standardverfahren im Institut für Klinische Chemie und 
Pathobiochemie der RWTH Aachen (Leitung Univ. Prof. A. M. Gressner) wurden die 
Cholestaseparameter Gesamtbilirubin, AP, ALT und γ-GT  bestimmt. 
3.3 Probenaufarbeitung 
Nach Isolation des Lebergewebes wurden zur Bestimmung der mRNA-Expression bzw. 
Proteinmassen der Transportproteine Northern- und Westernblots angefertigt. Um die 
Regulation der Transporter durch potentielle Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, 
wurden Gelshifts durchgeführt.  
3.3.1 RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation aus Lebergewebe erfolgt mittels UltraspecTM-Methode (Biotex 
Laboratories Inc, Houston, Texas) nach Vorgaben des Herstellers. Um eine 
Kontamination mit RNAsen zu vermeiden, werden alle Geräte mit RNAse-Away 
(Molecular Bio Products, San Diego, CA) gesäubert, als Wasser wird stets Millipore-
Wasser verwendet. In 3,2ml UltraspecTM werden bis zu 3,2g gefrorenes Gewebe 
eingewogen und mit einem Ultrathurrax (T25 basic, IKA; Staufen) homogenisiert. Nach 
fünf Minuten Inkubationszeit werden 1,6ml des Homogenats in ein 2ml Eppendorfgefäß 
(Eppendorf, Hamburg) überführt, mit 320µl Chloroform (Merck, Darmstadt) versetzt, 
gevortext (Vortex Genie2, Scientific Industries, Bohemia, NY) und wiederum für fünf 
Minuten auf Eis inkubiert. Durch eine 15minütige Zentrifugation bei 4°C und 12000 
rounds per minute (rpm) (Biofuge fresco, Heraeus, Osterode) entstehen aus der trüben 
Emulsion eine rote Chloroform-Phase, eine Interphase und eine obere, farblose Phase, in 
der sich die RNA befindet. Unter Vermeidung der Intermediärphase wird der Überstand 
abpipettiert, in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit der gleichen Menge 
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Isopropanol (Merck) gefällt. Nach 10minütiger Inkubation bei 4°C folgt die 
Zentrifugation bei 4°C und 12000 rpm für weitere zehn Minuten.  
Der Überstand wird verworfen, das nun als geleeartiges Pellet am Boden des Röhrchens 
imponierende RNA-Präzipitat wird mit 1ml 75%  Ethanol (Merck) gewaschen und durch 
Schütteln resuspendiert. Nach fünf bis sieben Minuten Zentrifugation bei 4°C und 7500   
rpm wird der Überstand abermals verworfen und das Pellet für 10 bis 15 Minuten an der 
Luft getrocknet. Anschließend wird das Pellet in 90µl 0,1% Diethylpyrokarbonat 
(DEPC)-Wasser (Sigma) resuspendiert. Die Proben werden bei -70°C tiefgefroren. Die 
Konzentrationsmessung der RNA-Proben erfolgt in einem Spektralphotometer (Ultrospec 
2000, Pharmacia Biotech) bei 260nm Wellenlänge (Absorptionsmaximum bei 
Nukleinsäuren). Für die Reinheitsbestimmung wird die Extinktion (E) bei 280nm 
Wellenlänge (Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen und der Quotient aus E260 
und E280 gebildet, der zwischen 1,7 und 2,0 liegen sollte. 
3.3.2 Gelelektrophorese und Northern Blotting 
In der Gelelektrophorese werden 10 bis 20µg RNA über ein 1%iges denaturierendes 
Agarosegel aufgetrennt (optimaler RNA-Längenbereich 0,4 bis 8,0 kB). Hierzu werden 
1,5g Agarose LE (Roche, Mannheim) in 98ml Wasser in der Mikrowelle erhitzt, bis die 
Agarose komplett gelöst ist. Nach Abkühlung auf ca. 50°C werden 30ml 10x3-(N-
Morpholino)Propansulfonsäure (MOPS, Sigma) {41,86g MOPS + 0,41g Natriumacetat 
(Merck) + 3,72g EDTA (Sigma), ad 1Liter} als Puffersubstanz, 24ml Formaldehyd 
(Calbiochem, Bad Soden) als Denaturierungsreagenz und 6µl des interkalierenden 
Farbstoffs Ethidiumbromid (GibcoBRL, Life Technologies, Grand Island, NY) 
dazugegeben, so dass die Banden unter UV-Licht kontrolliert werden können. Das 
Gemisch wird in eine austarierte Gelkammer (Agagel MidiWide, Biometra, Göttingen) 
blasenfrei eingegossen und über 30 Minuten bis zur vollkommenen Polymerisierung des 
Gels stehen gelassen. Zur Vorbereitung für die Elektrophorese werden die aufgetauten 
RNA-Proben mit 20µl RNA-Ladepuffer {520µl Wasser + 160µl Formaldehyd + 200µl 
5x RNA-Puffer (25ml Glycerol (Sigma) + 25ml 10x MOPS  + 25mg Bromphenolblau 
(Merck), bei 4°C gelagert} versetzt. Daraufhin werden die Proben fünf Minuten bei 65°C 
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in einem Heizblock (Thermomixer comfort, Eppendorf) denaturiert und anschließend auf 
Eis abgekühlt. In analoger Weise wird der RNA-Standard vorbereitet. Zu 2µl RNA-
Längenstandard (Molekulargewichtsmarker II, Roche) werden 8µl Ladepuffer dazu 
pipettiert, 10 Minuten lang erhitzt und auf Eis gestellt.  
Das ausgehärtete Gel wird nun in das mit Laufpuffer (1x MOPS) aufgefüllte 
Elektrophoresesystem (Biorad, München) überführt und mit den Proben und dem 
Standard beladen. Die Elektrophorese wird bei 100 bis 130 mV gestartet. Nach Ende des 
Gellaufs (Entfernung Puffer – Gelrand ca. 1cm) wird das Gel unter UV-Licht (High 
Performance UV Transilluminator, UVP, Upland, CA) auf gleichmäßigen Probenauftrag 
begutachtet und mit einer Blende von ⅛ und ¼ Sekunden Belichtungszeit fotografiert 
(Polaroid Gel Cam, Polaroid, Cambridge, MA; Polaroid-Filme 667 ISO3000, Polaroid, 
Hertfordshire, England). Für das blotting baut man einen Steg aus einer Glasplatte und 
drei Lagen in 20x SSC {175,32g 3M Natriumchlorid (Merck) + 88,23g 0,3M 
Natriumacetat (Merck), ad 1Liter, pH 7} getränkte Chromatographie-Papierstreifen 
(Whatman Nr.3MM, Whatman, Maidstone, England). Darauf wird luftblasenfrei das an 
den Seiten mit wasserundurchlässiger Folie abgedichtete Gel gelegt und von der 
zurechtgeschnittenen Nylon Transfer Membran (Nytran N0,2, Schleicher&Schüll, 
Dassel) überdeckt. Obenauf folgen zwei weitere Lagen getränkten Whatman-Papiers und 
eine ca. 5cm dicke saugfähige Papierschicht, die mit einer Glasplatte und 1kg Gewicht 
beschwert ist. Das Kapillar-blotting erfolgt über Nacht bei Raumtemperatur.  
Nach erfolgreichem Transfer (Überprüfung des entladenen Gels unter dem 
Transilluminator) wird die markierte Membran im UV-Stratalinker (UV-Stratalinker 
2400, Stratagenen, La Jolla, CA) mit der RNA durch kovalente Quervernetzungen 
verbunden. Für den Größenvergleich der RNA-Banden mit den Banden des RNA-
Längenmarkers (6948/4742/2661/1821/1517 Basen) wird der aufgetrennte 
Längenstandard von der Membran abgeschnitten und gefärbt. Dazu lässt man den 
Membranstreifen für 15 Minuten in 5% Eisessig und für weitere 15 Minuten in einem 
Gemisch aus 0,5M Natriumacetat pH 5,2  + 0,04% Methylenblau (Sigma) rotieren 
(Tischrotator, Biometra). Anschließend folgt ein 5 bis 10minütiger Waschgang mit 
Wasser. 
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3.3.3 Random primed DNA Markierung 
Oligonukleotide werden an die zu markierende DNA hybridisiert. Der komplementäre 
DNA-Strang wird von dem Klenow-Fragment der DNA Polymersase I anhand der 3´-  
OH-Enden der random-Oligonukleotide synthetisiert. Durch das Einbauen von 
modifizierten Desoxyribonukleosidtriphosphaten ([α32P]-dCTP, Hartmann-Analytic, 
Braunschweig) werden spezifische Proben für die Northern Hybridisierung erzeugt. Die 
cDNA-Proben des Ntcp (0.9kb EcoRI), Oatp1 (0.7kB PflMI), Oatp2 (3.7kB 
EcoRI/BSSHII), Oatp4 (0.4kB NcoI/HindIII), der ecto-ATPase  (1.3kB Xbal/PstI) und 
GAPDH  (1.3kB PstI) werden durch restriktionsenzymatischen Plasmidverdau mit 
anschließender Agarose Gel Extraktion gewonnen. Mrp2 (0.6kB Fragment, Primer:5`-
GGGATGTCTCATTACTGGAAAG-3`) und Bsep (0.7kB Fragment, Primer:5`-
GACTCAGTGATTCTTCGCAGC-3`) dagegen werden mittels PCR amplifiziert [Gerloff 
et al.1999]. Die verdünnte cDNA-Probe (umgerechnet 25ng Substrat auf 11µl mit Wasser 
aufgefüllt) wird in einem Eppendorfgefäß 10 Minuten lang bei 100°C in einem Heizblock 
(Reacti-Therm Heating Module,Pierce, Rockford, IR) inkubiert und denaturiert. Um die 
Renaturierung zu verhindern, folgt daraufhin eine vierminütige Inkubation in einem 
Natriumchlorid-Eisgemisch. Es werden 4µl High Prime (Roche) und 5µl [α 32P]-dCTP 
dazu pipettiert und das Gemisch wird 15 Minuten lang bei 37°C im Wasserbad (GFL, 
Burgwedel) inkubiert.  
In der Zwischenzeit wird eine DNA-Gradienten Säule (Nick Column, Amersham 
Pharmacia, Freiburg) mit 3x 3ml 1x TE {10x TE: 12,2g 100mM TRIS / HCl pH 8,0 + 
3,7g 10mM EDTA, ad 1Liter} gespült. Nach der Inkubationszeit wird die markierte 
Probe sofort wieder auf Eis überführt und die Reaktion mit Hilfe von 2µl 0,2M EDTA 
(3,72g in 50ml Wasser gelöst, mit NaOH auf pH 8 eingestellt) gestoppt. Nun wird die 
Probe über der Säule aufgetrennt, d.h. die DNA von nicht inkorporierten 32P-Nukleotiden 
getrennt. Dazu wird die markierte DNA mittig auf die Säule aufgetragen und 2x mit 
380µl 1x TE gespült. Die erste Fraktion wird verworfen, die zweite Fraktion kommt bei 
der Hybridisierung zum Einsatz. Zur Überprüfung der erfolgten, radioaktiven Markierung 
werden 2µl aus der zweiten Fraktion in 5ml Szintillationscocktail (Rotiszint, Roth, 
Karlsruhe) eingespült und mit Hilfe eines Flüssigkeitsszintillationsmessers (Rackbeta 
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1219, LKB Wallace, Freiburg) die Aktivität dieses Aliquots gemessen. Die 
Gesamtaktivität der Probe ergibt sich aus der Formel: cpm : 2 x 378 =∑ counts per 
minute (cpm). 
3.3.4       Hybridisierung 
Der Northernblot wird mit der RNA-Seite nach innen zeigend in eine 
Hybridisierungsröhre eingerollt, mit 7,5ml 2x SSC-Puffer angefeuchtet und mit Hilfe 
einer Stabpipette luftblasenfrei angelegt. Nach Abkippen des Puffers werden 8ml auf 
60°C vorgewärmtes Express Hyb (Clontech, Palo Alto, CA), welches den 
Hybridisierungsvorgang auf zwei bis drei Stunden verkürzt, auf den Blot gegeben. Dieser 
wird 30 Minuten bei 60°C in einem Drehofen (Hybridisierungsofen OV2, Biometra) 
prähybridisiert. Die radiomarkierte DNA-Sonde wird fünf Minuten bei 100°C 
aufgekocht, denaturiert und anschließend sofort für weitere fünf Minuten auf Eis gelegt. 
Nach Abkippen der Express-Hyb-Lösung werden 10ml neues Express-Hyb und die 
abgekühlte DNA-Sonde (entsprechend 10-20 Millionen counts), ohne den Blot zu 
berühren, in die Röhre pipettiert und die einstündige Hybridisierung bei 60°C im Ofen 
gestartet.  
Nach Abkippen der Hybridisierungslösung wird der Blot zweimal kurz mit 12ml 
Waschlösung I {2x SSC + 0,05% SDS (Sigma)} gespült, zweimal 10 Minuten mit 12ml 
Waschlösung I im Ofen bei 20°C inkubiert und zweimal mit derselben Menge 
vortemperierter Waschlösung II {0,1x  SSC + 0,1% SDS} im Ofen bei 50°C inkubiert. 
Anschließend wird der in Folie eingepackte Blot über Nacht bei -70°C auf einem Film 
(T-MAT Plus DG Film, Kodak, Rochester, NY) exponiert. Zur quantitativen Auswertung 
mittels Phospho-Imager (Personal Molecular Imager FX, Biorad) wird der Blot ca. sechs 
Stunden bei Raumtemperatur auf einen Phospho-Imager-Screen (ImageQuantTM 
Software, Biorad)  gelegt. 
3.3.5 Mikrosomenpräparation 
Vorbereitend wird ein Gemisch aus Homogenisierungspuffer HP {0,25M Sucrose 
(Sigma) + 10mM Hepes pH 7,5 (Sigma) + 1mM EDTA, pH 8} und Proteaseinhibitoren 
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{10mg Leupeptin (Roche) + 1ml Wasser, 10mg Aprotinin (Roche) + 1ml Wasser, 40mg 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Roche) + 1ml Ethanol, 5mg Pepstatin A (Roche) + 
1ml DMSO, aliquotiert bei-20°C gelagert} hergestellt. Zu 10ml HP werden 5µl 
Leupeptin, 5µl Aprotinin, 1µl Pepstatin A und 10µl PMSF pipettiert. Es werden 0,5g 
Lebergewebe mit einer Schere in 5ml des HP-Gemisches                                                                                                                                                            
zerkleinert und bei 3000 rpm mit einem Teflonhomogenisator (Heidolph, Kelheim) 
homogenisiert. Das Homogenat wird durch mehrere Lagen einer Mullkompresse filtriert 
und eine Stunde bei 31000 rpm bei 4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge Centrikon H-401, 
Kendro). Der Überstand wird verworfen, das Pellet in 1,5ml mikrosomalem 
Aufbewahrungspuffer {0,3M Sucrose + 10mM Hepes, pH 7,5} mit 1:1000 PMSF 
versetzt und unter Zuhilfenahme einer sterilen 10ml Einmalspritze resuspendiert. 
3.3.6 Proteinkonzentrationsbestimmung 
Für die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford [Bradford1976] werden 2µl 
Probenextrakt mit 798µl Wasser versetzt und durch Zugabe von 200µl Biorad Reagenz 
(Biorad Protein Assay Farbstoff Konzentrat, Biorad) die Reaktion gestartet. Nach einer 
10minütigen Inkubationzeit bei Raumtemperatur wird das Probengemisch in eine Küvette 
transferriert und die optische Dichte (OD) bei 595nm Wellenlänge am 
Spektralphotometer gegen den Probenleerwert (800µl Wasser + 200µl Biorad Reagenz 
ohne Inkubationszeit) gemessen. Mit Hilfe einer Standardeichkurve unter Verwendung 
von albumine bovine fraction V BSA-Standard (Biomol, Hamburg), bei der die Masse 
gegen die Extinktion (E) in ein Koordinatenkreuz eingetragen wird, kann der Faktor F 
nach der Rechnung F= X µg Standard / X E Standard ermittelt werden. Die genaue 
Probenkonzentration ergibt sich aus F x X OD (Probe) / µl (Probe). 
3.3.7 Western Blotting 
Die Auftrennung des Proteingemischs nach dem Molekulargewicht geschieht mittels 
SDS-Page (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nach Laemmli 
[Laemmli et al.1970]. Zuerst wird das Trenngel {4x Trenngelpuffer pH 8,8 (1,5M TRIS 
(Merck) / HCl pH 8,8 + 0,4% SDS (Merck), ad 500ml) + 40% Acrylamid (Biorad) + 20% 
Ammoniumpersulfat (APS, Biorad) + Trimethylethylendiamin (TEMED, Merck)} in die 
Material und Methoden Probenaufarbeitung 
 
- 41 - 
nach Herstellerangaben aufgebaute Electroblotting-Apparatur (Mini Protean II, Biorad) 
gegossen und etwa 2mm hoch mit Isopropanol bedeckt. Auf das nach ca. 40 Minuten 
polymerisierte Trenngel wird nach Abschütten des Isopropanols das Sammelgel {4x 
Sammelgelpuffer pH 6,8 (0,5 M TRIS / HCl pH 6,8 + 0,4% SDS, ad 500ml) + 40% 
Acrylamid + APS + TEMED} gegossen. Nach weiteren 40 Minuten werden die Proben 
angesetzt (jeweils 50µg Proteinextrakt und 4µl 5x Laemmli-Ladepuffer {0,3125M TRIS / 
HCL pH 6,8 + 50% Glycerol + 25% Mercaptoethanol (Merck) + 0,005% 
Bromphenolblau + 10% SDS, ad 10ml}, ad 20µl) und in die Geltaschen pipettiert, ebenso 
10µl eines Prestained SDS-Page-Standards (Amersham-Pharmacia). Der Gellauf 
(30mA/cm2 Gel) wird in 1x Laufpuffer {10x SDS Laufpuffer pH 8,3: 0,25M TRIS / HCl 
pH 8,3 + 1,92M Glycin (Merck) + 1% SDS, ad 1Liter} gestartet.  
Die Nitrocellulosemembran (Polyvinylidene fluoride blotting membrane, Pall 
Corporation, Ann Arbor, MI) muss gegen Ende des Laufs für den Transfer vorbereitet 
werden, indem sie kurz in Methanol getränkt, fünf Minuten in Wasser gespült und 
anschließend 10 bis 20 Minuten in Anodenpuffer II {12,5ml 2M TRIS + 200ml 
Methanol, ad 1Liter} äquilibriert wird. Wenn der Ladepuffer ca. 10cm weit durch das Gel 
gelaufen ist, ist die Elektrophorese beendet. Das Gel wird als nächstes für fünf Minuten 
in Kathodenpuffer gelegt. Für den Blotaufbau werden sechs Lagen in Anodenpuffer I 
{15ml 2M TRIS + 200ml Methanol, ad 1Liter} getränktes Whatman-Papier, drei Lagen 
in Anodenpuffer II getränktes Whatman-Papier, die vorbereitete Nitrocellulosemembran, 
das Gel und sechs Lagen in Kathodenpuffer {200ml Methanol + 40ml Aminocapronsäure 
(Roth, Karlsruhe) + 0,5ml 20x SSC, ad 1Liter} eingelegtes Whatman-Papier 
luftblasenfrei aufeinander geschichtet.  
Nach etwa einstündigem Elektrotransfer mit 0,8mA/cm2 Gel im Fastblot (B34, Biometra) 
wird der Blot abgebaut und die Membran in TBS-N-Puffer {100ml 1x TBS (2,42g Tris-
HCl, pH 7,6, 8g NaCl) + 1ml Nonidet P40 (= Igepal CA 630, Sigma), ad 1Liter, gefiltert} 
geschwenkt. Nach einem Block-Vorgang mit einem filtrierten 10% BSA 
(Rinderserumalbumin, Biomol) / TBS-N-Gemisch für 10 Minuten und einem kurzen 
Waschgang (2 x 15 Sekunden in TBS-N-Puffer) wird die Membran mit dem jeweiligen  
Erst-Antikörper (mit TBS-N-Puffer 1:2500 verdünnt) eine Stunde unter Bewegung 
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(Tischrotator, Biometra) inkubiert. Als Erst-Antikörper werden Anti-Ntcp Fusion Protein 
Antiserum [Stieger et al.1994], Anti-Oatp1 Fusion Protein Antiserum [Dumont et 
al.1997], Anti-Oatp2 Peptid Antiserum [Noe et al.1997], Anti-Oatp4 Peptid Antiserum 
[Cattori et al.2001], Anti-Mrp2 Peptid Antiserum, Anti-Bsep Peptid Antiserum [Gerloff 
et al.1998] und monoklonaler Anti-Na+/K+-ATPase α-1-Antikörper (Upstate 
Biotechnology, Lake Placid, NY) eingesetzt.  
Vor Anlagerung des Zweit-Antikörpers wird die Membran (1 x 15 und 2 x 5 Minuten) in 
TBS-N-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem Zweit-Antikörper (horseradish 
peroxidase linked donkey anti-rabbit IgG, F(ab´)2  fragments, Amersham Biosciences, 
Little Chalfont, England) in 1:1000 Verdünnung dauert 30 Minuten. Danach wird die 
Membran (1 x 15 und 4 x 5 Minuten) in TBS-N-Puffer gewaschen. Die immunoreaktiven 
Banden werden nun mittels ECL Westernblotting Kit (Amersham Biosciences) 
detektiert, auf einen Film exponiert und mittels Laserdensitometrie (Fluor S MultiImager, 
Quantitiy One software, Biorad) quantifiziert.  
3.3.8 Kernextraktion für Gelshift-Analyse 
5mg frisch entnommenes Lebergewebe werden mit 25ml Homogenisierungspuffer LHP 
{0,25M Sucrose + 10mM Hepes pH 8 + 10mM Magnesiumchlorid (MgCl2, Merck) + 
0,1% Triton X100 (Merck), ad 350ml}, 25µl Proteaseinhibitoren PI 1000x {100mg 
PMSF + 5,7ml Isopropanol, 10mg Pepstatin A + 10ml Methanol, 10mg Leupeptin + 
10ml Wasser, 10mg Aprotinin + 10ml Wasser, 154mg Dithiothreitol (DTT) 500x 
(Roche) + 10ml Wasser} und 50µl DTT versetzt und mit einem Teflonhomogenisator 
(Heidolph) im Eisbad bei 700 rpm homogenisiert. Das Homogenat wird durch eine 
Mullkompresse in ein Zentrifugen-Röhrchen gefiltert und mit 2500 rpm bei 4°C für 10 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig verworfen, das Pellet in 2,5ml LHP 
+ 2,5µl PI + 5µl DTT resuspendiert und anschließend mit 10ml 2,1M Sucrose {72g 
Sucrose mit 60ml LHP, durch Rotieren und Erhitzen auf 65°C gelöst), 10µl PI und 20µl 
DTT versetzt. Das Gemisch wird nun 80 Minuten lang bei 22000 rpm und 4°C 
zentrifugiert (Ultrazentrifuge Centrikon H-401, Kendro).  
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Danach erscheint am Boden des Zentrifugenröhrchens ein schmales, weißes Pellet, in 
welchem die Kerne enthalten sind. Der Überstand wird somit verworfen, und sämtliche 
anderen Reste werden entfernt. Das Pellet wir in 300µl Kernextraktionspuffer {10mM 
Hepes pH 7,6 + 0,1mM EDTA + 1,5mM MgCl2 + 420mM NaCl + 25% Glycerol, ad 
10ml} mit je 0,3µl PI resuspendiert, 30 Minuten lang auf Eis inkubiert und zum Schluss 
für weitere 10 Minuten bei 30000 rpm in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Der 
Überstand wird aliquotiert und, falls nicht direkt verwertet, bei -70°C gelagert. 
3.3.9 Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift Assay (EMSA, Gelshift) 
Ein Gemisch aus 14µl Wasser, 2µl 10x Polynukleotidkinasen (PNK)-Puffer (Biolabs, 
Frankfurt a.M.), 1µl 10pmol eines Oligonukleotids (PXR:RXR (MWG-Biotech, 
Ebersberg), RAR:RXR (MWG-Biotech), HNF-1α (MWG-Biotech), C/EBPα (MWG-
Biotech), Ntcp-ER (MWG-Biotech), AP-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)), 
1µl PNK-Enzym (Biolabs) und 2µl [32P] γATP (Hartmann Analytic) wird 30 bis 60 
Minuten bei 37°C in einem Wasserbad (GFL) inkubiert. Anschließend wird das Gemisch 
für 10 Minuten bei 68°C in einem Heizblock erhitzt, um die Polynukleotidkinase zu 
inaktivieren. Die radioaktive Probe wird mit 80µl 1x TE versetzt und für die Auftrennung 
mittig auf eine - zuvor 3x mit 3ml TE durchspülte - Säule gegeben. Es wird mit 380µl 1x 
TE nachgespült und diese erste in einem Eppendorfgefäß aufgefangene, ungebundene 
Fraktion verworfen. Erst die zweite Fraktion, nach nochmaligem Pipettieren von 380µl 
1x TE, enthält die radioaktiv gebundenen Oligonukleotide.  
Für die Vorbereitung der Kernextrakte wird ein Gemisch aus 4µl 5x Bindungspuffer 
(25mM Hepes pH 7,6 + 50mM Kaliumchlorid (KCl) (Merck) + 0,5mM DTT + 5mM 
MgCl2 + 0,5mM EDTA + 10% Glycerol), 2µl Poly (dI-dC) (Amersham Pharmacia), 1µl 
Protease Mix (46µl Wasser + je 1µl Inhibitoren) und 8µl Wasser angesetzt, wovon je 
15µl mit 10µg Kernextrakt zusammen pipettiert werden. Zusätzlich wird eine nicht-
spezifische Kompetition mit einer Positiv- und eine spezifische Kompetition mit einer 
Negativ-Kontrolle angefertigt. Mit Ausnahme der Negativkontrolle werden nun diese 
Proben-Gemische 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend werden die 
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Oligonukleotide (20000 cpm / Probe) dazupipettiert, und es folgt eine weitere Inkubation 
von 30 Minuten bei Raumtemperatur.  
Für die folgende Elektrophorese werden die radioaktiven Gemische mit einer 
Pipettenspitze Gel-Marker (0,4% Xytenlyanol + 25% Ficol (Sigma) + 0,4% 
Bromphenolblau) versetzt und in das bereits gegossene, nichtdenaturierende 6% 
Polyacrylamidgel (10x TBE + 40% Acrylamid + 10% APS + Temed + Wasser) 
einpipettiert. Über einen ca. 1,5-stündigen Gellauf bei 300V und 60mA werden die 
Protein-DNA-Komplexe von den ungebundenen Proben getrennt. Wenn der Gelmarker 
bis auf den Boden der Gelkammer (Maxigel 17 x 18cm, Biometra) gewandert und die 
Elektrophorese somit beendet ist, wird das Gel auf eine Lage Whatman-Papier gelegt, in 
Folie eingepackt und auf einem Vakuumtrockner (Geltrockner Minidry D61 18 x 18cm, 
Biometra) mindestens eine Stunde lang getrocknet. Zum Schluss wird das Gel sowohl 
autoradiographisch, als auch mittels Phosporscreen im Phospho-Imager-Screen (siehe 
Northerblotting) ausgewertet. 
 
Oligonukleotide DNA-Sequenzen 
HNF1 [Ntcp Promotor -11 / +9]                           5´-GATCTGCTGGTTAATCTTTTATTT-3´     
C/EBP                                                         5´-GATCCCAGGAAACTTGAGCAAGGTA-3´ 
RAR:RXR  
[Ntcp Promotor -56 / -37 DR-1] 
5´-GATCTCCGGGGCATAAGGTTATGG-3´ 
PXR:RXR [DR-3]                                                    5´-AGACAGTTCATGAAGTTCATCT-3´ 
ER [Ntcp Promotor –184 / 165] 5´-AGACCCACCCATGACCTGC-3´ 
AP-1                                                                           5´-CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3´ 
 
Tabelle 1: DNA-Sequenzen der in Gelshift-Assays verwendeten, doppelsträngigen 
Oligonukleotide                                        
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3.4 Statistische Auswertung 
Die Daten der mit Ethinylöstradiol behandelten Ratten und der Kontrolltiere werden 
mittels Multivarianzanalyse (ANOVA (Analysis of Variance)-Test) durchgeführt. Bei 
den durchgeführten Tierversuchen wird aus den Werten der vier Versuchstiere einer 
Versuchseinheit der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) bestimmt. Die Daten 
der Expressionsexperimente werden zu den Untersuchungszeitpunkten nach 12 Stunden, 
24 Stunden, drei und fünf Tagen als Mittelwert ± SD wiedergegeben. Die statistische 
Signifikanz (P-Wert < 0,05) der einzelnen Untergruppen wird mit Hilfe des 
Statistikprogrammes SYSTAT ermittelt. Dabei wird nach der Bonferroni-Methode 
(Systat Inc., Evanston, IL) verfahren. 
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4 Ergebnisse 
Die Serumanalysen zeigen Veränderungen der Cholestase-Parameter im Sinne einer 
milden Cholestase. Die Bilirubin-Spiegel der behandelten Ratten nehmen im Vergleich 
zu sham-Tieren um den Faktor 10 zu, die Alkalische Phosphatase ist nach 12 Stunden 
noch nicht erhöht, verzeichnet aber nach repetitiver Ethinylöstradiol-Applikation eine 
Verdopplung ihrer Werte. Ebenso lässt sich für die Transaminasen ALT und AST ein 
diskreter Anstieg beobachten. 
4.1 Einfluss von EE auf die mRNA-Expression 
hepatobiliärer Transporter  
Mit Hilfe der Northernblot-Analyse wurde die mRNA-Expression der einzelnen 
basolateralen und kanalikulären Transporter bestimmt, um mögliche Veränderungen auf 
der Transkriptionsebene im Rahmen einer Östrogen-induzierten Cholestase zu 
untersuchen. 
4.1.1 Basolaterale Transporter 
Die repetitive Injektion von Ethinylöstradiol resultiert in einer signifikanten Reduktion 
der mRNA-Expression der organischen Anionentransporter Oatp1 und Oatp2 und des 
Na+- abhängigen Taurocholat Kotransporters Ntcp.  
Die stärkste Herabregulation ist für den Oatp2 zu verzeichnen, dessen mRNA-Expression 
nach fünf Tagen Behandlung mit Ethinylöstradiol im Vergleich zu Kontrolltieren auf  8 ± 
2% (P < 0,04, n = 4) herabsinkt. Im gesamten Verlauf zeigt sich ein Absinken der Werte 
auf  25 ± 6% (P < 0,05, n = 4) nach 12 Stunden, 34 ± 16% (P < 0,05, n = 4) nach einem 
Tag und 33 ± 10% (P < 0,05, n = 4) nach drei Tagen Behandlungsdauer [Abb. 3]. 
Oatp1, wie auch Ntcp werden ebenfalls deutlich herabreguliert, wenn auch in geringerem 
Ausmaß als der Oatp2. Sie erreichen am Ende des Untersuchungszeitraums Werte von 43 
± 6% (P < 0,05, n = 4) bzw. 33 ± 4% (P < 0,05, n = 4). Für den Oatp1 zeigt sich über den 
Verlauf der Behandlung eine progressive Abnahme der mRNA-Expression, von 
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anfänglich 68 ± 6% (P < 0,05, n = 4) über 61 ± 14% (P < 0,05, n = 4) und 48 ± 7% (P < 
0,05, n = 4), bis nach fünf Tagen schließlich ein Minimum von  43 ± 6% (P < 0,05, n = 4) 
erreicht wird [Abb. 3].  
Die mRNA-Expression des Ntcp ist über den gesamten Behandlungsverlauf relativ 
homogen und erreicht Werte von 33 ± 4% (P < 0,05, n = 4) nach den ersten 12 Stunden, 
34 ± 7% (P < 0,05, n = 4) nach weiteren 12 Stunden, 57 ± 9% (P < 0,05, n = 4) nach drei 
Tagen und  schließlich wiederum 33 ± 4% (P < 0,05, n = 4) nach fünf Tagen. 
Im Unterschied zu allen anderen basolateralen Transportern bleibt die Expression des 
Oatp4 bis auf eine geringfügige, aber signifikante Reduktion auf 77 ± 6% (P < 0,05, n = 
4) nach drei Tagen weitestgehend unverändert. Die mRNA-Expression beträgt nach 12 
Stunden 108 ± 6%, nach einem Tag 106 ± 13% und gegen Ende der Studienzeit 102 ± 
10% (jeweils P = n.s., n = 4) [Abb. 3]. 
Um auszuschließen, dass die Veränderungen der mRNA-Expression der Transporter das 
Resultat eines generalisierten, unspezifischen Effektes von Ethinylöstradiol sind, wurde 
zusätzlich die mRNA-Expression der Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 
(GAPDH), eines sog. house-keeping-Gens, bestimmt, welche unter den verschiedensten 
pathophysiologischen Bedingungen, z.B. nach Endotoxin-Applikation oder 
Gallengangsligatur stabil exprimiert wird [Lee&Trauner et al.2000]. Die im Gegensatz zu 
den übrigen Transportproteinen stets unveränderte Expression der GAPDH unter 
Östrogen-Einfluss spricht somit für einen spezifischen Effekt von Ethinylöstradiol auf die 
Transporter-Expression der in der vorliegenden Studie untersuchten Transporter [Abb. 3]. 
Die densitometrisch ausgewerteten und gegen die Zeit aufgetragenen Daten zeigen eine 
etwa 70%ige Reduktion der mRNA-Expression für den Oatp2 und Ntcp bereits innerhalb 
der ersten 12 Stunden nach Behandlungsbeginn (25 ± 6% (P < 0,05, n = 4) bzw. 33 ± 3% 
(P < 0,05, n = 4)), im Vergleich zu einer geringeren Reduktion des Oatp1 mit 68 ± 6% (P 
< 0,05, n = 4). Dieser scheint wesentlich langsamer auf Ethinylöstradiol zu reagieren und 
erreicht das Minimum erst nach fünf Tagen. Oatp4 verbleibt in seiner Expression 
weitestgehend unverändert [Abb. 5]. 
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Abbildung 3:  Auswirkungen der Ethinylöstradiol-Applikation auf die mRNA-Expression 
basolateraler Transportproteine 
 
Die Darstellung erfolgt als repräsentative Autoradiographien der jeweiligen 
Untersuchungszeitpunkte. Ratten (n=4) wurden für bis zu fünf Tage mit Ethinylöstradiol (EE) in 
1,2 Propanediol bzw. zur Kontrolle (shams) ausschließlich mit 1,2 Propanediol behandelt. RNA 
wurde aus Lebergewebe gewonnen, auf eine Nylonmembran geblottet und mit radioaktiv 
markierten cDNA Proben hybridisiert. Nach Strippen der Blots folgte die Rehybridisierung mit 
GAPDH cDNA Proben (ausführliche Beschreibungen siehe `Materialien und Methoden´). T= 
Tag, BP = Basenpaare 
4.1.2 Kanalikuläre Transporter 
Sowohl Mrp2, als auch Bsep werden nach Ethinylöstradiol-Applikation anfänglich 
herunterreguliert, mit einem jeweiligen Minimum von 46 ± 9% (P < 0,05, n = 4) bzw. 44 
± 5% (P < 0,05, n = 4) nach 12 Stunden. Mit zunehmender Behandlungsdauer (70 ± 12% 
(P= n.s., n = 4) nach 24 Stunden, 46 ± 9% (P < 0,05, n = 4) nach drei Tagen) erholt sich 
die mRNA-Expression des Mrp2 jedoch und erreicht nach fünf Tagen wieder den 
Ausgangswert (102 ± 10%, P = n.s., n = 4). Die Expression der Gallensalzexportpumpe 
lässt nach einer anfänglichen Herabregulation (von 44 ± 5% (P < 0,05, n = 4) auf 79 ± 
4% (P = n.s., n = 4) und 68 ± 23% (P = n.s., n = 4) in den ersten drei Behandlungstagen) 
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nach Abschluss der Ethinylöstradiol-Applikation im Vergleich zu unbehandelten Tieren 
sogar einen Anstieg auf 145 ± 24% (P < 0,05, n = 4) erkennen [Abb. 4]. 
Die gegen die Zeit aufgetragenen Densitometrie-Daten verdeutlichen die initiale 
Reduktion der mRNA-Expression beider Exportpumpen bereits nach 12 Stunden um ca. 
60% und, abgesehen von einem vorübergehenden kurzen Abfall nach drei Tagen, den 
darauf folgenden Wiederanstieg bis auf Ausgangswerte [Abb. 5]. 
 
 
Abbildung 4:  Auswirkungen der Ethinylöstradiol-Applikation auf die mRNA-Expression 
kanalikulärer Transportproteine 
 
Die Regulationen der Transporter sind als repräsentative Autoradiographien zu jedem 
Untersuchungszeitpunkt aufgezeigt. Ratten (n=4) wurden für bis zu fünf Tage mit 
Ethinylöstradiol (EE) in 1,2 Propanediol bzw. zur Kontrolle (shams) ausschließlich mit 1,2 
Propanediol behandelt. RNA wurde aus Lebergewebe gewonnen, auf eine Nylonmembran 
geblottet und mit radioaktiv markierten cDNA Proben hybridisiert. Nach Strippen der Blots folgte 
die Rehybridisierung mit GAPDH cDNA Proben (ausführliche Beschreibungen siehe 
`Materialien und Methoden´). T= Tag, BP = Basenpaare 
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Abbildung 5:  Densitometrische Analysen der mRNA-Regulation basolateraler und 
kanalikulärer Transporter nach repetitiver Ethinylöstradiol-Gabe 
 
Die mRNA-Regulation  der Transporter über den Untersuchungszeitraum von fünf Tagen wird im 
Überblick aufgezeigt. Die Autoradiographien wurden mittels eines Phospho-Imagers quantifiziert 
und sind prozentual zu Kontrolltieren (shams, n = 4) aufgeführt. Die Densitometriedaten werden 
als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. *P < 0,05  im Vergleich zu sham-Ratten. 
 
4.2 Einfluss von EE auf die Protein-Expression 
hepatobiliärer Transporter 
Um zu überprüfen, ob die Alterationen auf mRNA-Ebene in einer reduzierten Protein- 
Expression resultieren, wurden die Proteinmassen der verschiedenen Transporter mittels 
Westernblotting bestimmt.  
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4.2.1 Basolaterale Transporter 
Parallel zu der mRNA-Expression ist die Protein-Expression des Ntcp bereits 12 Stunden 
nach Ethinylöstradiol-Applikation auf 71 ± 2% (P < 0,05, n = 4) vermindert, nimmt mit 
fortschreitender Behandlungsdauer progressiv auf 51 ± 11% (P < 0,05, n = 4) nach 24 
Stunden ab, um nach drei Tagen einen Minimalwert von 14 ± 6% (P < 0,05, n = 4)  zu 
erreichen. Nach fünftägiger Injektion von Ethinylöstradiol ist die Proteinmasse auf einen 
Wert von durchschnittlich 33 ± 2% (P < 0,05, n = 4) reduziert [Abb. 6].  
Für die organischen Anionentransporter ergibt sich im Vergleich zum Ntcp eine deutlich 
verzögerte und geringere Reduktion der Proteinmasse. Nach anfänglich unveränderter 
Expression des Oatp1 und Oatp2 zeigt sich nach fünftägiger Behandlung eine 
signifikante Reduktion derselben auf  59 ± 10% (P < 0,05, n = 4) bzw. 63 ± 7% (P < 0,05, 
n = 4). Somit spiegelt sich eine Reduktion der mRNA-Expression nicht in vollem 
Umfang in den Proteinmassen der beiden Anionentransporter wieder. Die durch 
Ethinylöstradiol induzierten Alterationen auf mRNA- und Protein-Ebene laufen nicht 
parallel, sondern um mehrere Tage versetzt. Im Gegensatz zu einer bereits nach 12 
Stunden reduzierten mRNA-Expression, zeigen sich die Proteinmassen von Oatp1 und 
Oatp2 zu diesem frühen Zeitpunkt sowie nach weiteren 12 Stunden fast unverändert (108 
± 8% bzw. 92 ± 7% und 102 ± 11% bzw. 97 ± 8% (jeweils P = n.s., n = 4) [Abb. 6].  
Für den leberspezifischen, organischen Anionentransporter Oatp4 ergibt sich trotz 
weitestgehend stabiler mRNA-Expression eine moderate, aber signifikante Abnahme der 
Proteinmasse auf 69 ± 14% (P < 0,05, n = 4) nach drei Tagen bzw. 72 ± 11% (P < 0,05, n 
= 4) nach fünf Tagen Ethinylöstradiol-Gabe. Ähnlich wie die beiden übrigen Mitglieder 
der Oatp Familie verzeichnet auch die Proteinmasse des Oatp4 innerhalb des ersten 
Untersuchungstags nur eine geringfügige, nicht signifikante Änderung im Vergleich zu 
Kontrollratten (103 ± 8% und 91 ± 19% nach 12 und 24 Stunden; P = n.s., n = 4).  
Auch hier sind die Ergebnisse als spezifisch anzusehen, da ein unspezifischer, 
generalisierter Effekt von Ethinylöstradiol auf die Protein-Expression verschiedener 
hepatozellulärer Transportsysteme durch Bestimmung der Proteinmasse des 
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anorganischen Ionenaustauschers Na+,K+-ATPase ausgeschlossen werden kann. Diese 
verzeichnet über den gemessenen Zeitraum keinerlei Veränderungen [Abb. 6].  
Die Auftragung der densitometrisch ausgewerteten Daten über den gesamten 
Untersuchungszeitraum verdeutlicht die rasche und starke Reduktion des Ntcp im 
Vergleich mit der stetigen, aber geringeren Herabregulation der organischen 
Anionentransporter [Abb. 8]. 
 
 
 
Abbildung 6:  Effekte der Ethinylöstradiol-Applikation auf die Proteinmassen 
basolateraler Transportsysteme 
 
Mikrosomales Protein der mit Ethinylöstradiol (EE) bzw. ausschließlich mit 1,2 Propanediol 
(sham) behandelten Versuchstiere wurde mit SDS PAGE aufgetrennt und auf 
Nitrocellulosemembran geblottet (siehe `Materialien und Methoden´). Die Veränderungen der 
Transporter-Expression auf Protein-Ebene werden zu jedem Beobachtungszeitpunkt nach 0,5, 1, 
3 und 5 Tagen (T) als repräsentative Immunoblots dargestellt. Das jeweilige Molekulargewicht 
(MG) ist in Kilodalton (kDa) aufgeführt.  
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4.2.2 Kanalikuläre Transporter 
Ethinylöstradiol hat kaum Einfluss auf die Protein-Expression der 
Gallensalzexportpumpe. Bsep wird über die komplette Behandlungsdauer relativ stabil 
exprimiert (131 ± 10% nach 12 Stunden, 99 ± 6% nach einem Tag, 101 ± 6% nach drei 
und 110 ± 8% nach fünf Tagen (jeweils P = n.s., n = 4). Dagegen lässt sich für Mrp2 eine 
signifikante, wenn auch mäßige Reduktion der Proteinmasse aufzeigen. Dabei ist die 
Protein-Expression des Mrp2 bereits nach 12 Stunden auf 78 ± 5%, nach drei Tagen auf 
90 ± 11% und nach fünftägiger Ethinylöstradiol-Injektion auf 77 ± 8% (jeweils P < 0,05, 
n = 4) vermindert. Die nach einem Tag erhobenen Werte für die Proteinmasse des Mrp2 
von 93 ± 17% erweisen sich als nicht signifikant [Abb. 7].  
Die densitometrischen Daten betonen die – im Vergleich mit den übrigen Transportern  – 
gleichbleibende Protein-Expression der Gallensalzexportpumpe und die moderate 
Herabregulation von Mrp2 [Abb. 8]. 
 
Abbildung 7:  Effekte der Ethinylöstradiol-Applikation auf die Proteinmassen 
kanalikulärer Transportsysteme 
 
Die Veränderungen der Transporter-Expression auf Protein-Ebene werden zu jedem 
Beobachtungszeitpunkt nach 0,5, 1, 3 und 5 Tagen (T) als repräsentative Immunoblots aufgezeigt. 
Mikrosomales Protein der mit Ethinylöstradiol (EE) bzw. ausschließlich mit 1,2 Propanediol 
(sham) behandelten Versuchstiere wurde mit SDS PAGE aufgetrennt und auf 
Nitrocellulosemembran geblottet (siehe `Materialien und Methoden´). Das jeweilige 
Molekulargewicht (MG) ist in Kilodalton (kDa) aufgeführt. 
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Abbildung 8: Densitometrische Analysen der Protein-Expression basolateraler und 
kanalikulärer Transporter nach repetitiver Ethinylöstradiol-Applikation  
 
Die Protein-Expression der Transporter unter EE-Einfluss über den Untersuchungszeitraum von 
fünf Tagen wird im Überblick aufgezeigt. Die Autoradiographien wurden mittels 
Laserdensitometrie quantifiziert und sind prozentual zu den Werten der unbehandelten 
Kontrolltiere dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. *P < 
0,05 im Vergleich zu sham-Ratten.  
 
4.3 Bindungsaktivitäten relevanter 
Transkriptionsfaktoren unter EE-Einfluss 
Nach ein- oder dreitägiger Ethinylöstradiol-Injektion wurden aus frisch isolierten 
Kernextrakten Elektrophoretische Mobilitätsshift-Assays (EMSA) angefertigt, um 
zugrundeliegende Mechanismen für die differentielle, transkriptionelle Regulation der 
einzelnen Transporter aufzuzeigen. Für diese DNA-Bindungsstudien kamen 
Oligonukleotide zum Einsatz, die Bindungsstellen bereits identifizierter Transaktivatoren 
der Promotoren des Ntcp, Bsep und Mrp2 aufweisen. 
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Ethinylöstradiol-Gabe führt zu einer reduzierten Bindungsaktivität von HNF-1α und 
C/EBPα, zweier bekannter Transaktivatoren des Ntcp Promotors. Während die 
Bindungsaktivität des C/EBPα bereits nach 24 Stunden deutlich vermindert ist (46 ± 
16%, P < 0,05, n = 4) und nach drei Tagen einen Tiefstand von 35 ± 13% (P < 0,05, n = 
4) erreicht, zeigt HNF-1α erst nach drei Tagen eine signifikante Veränderung. Die 
anfänglich relativ gleichbleibende Bindungsaktivität  (91 ± 28%, P = n.s., n = 4) sinkt im 
Verlauf auf 61 ± 21% (P < 0,05, n = 4) [Abb. 9, 10]. 
RAR:RXR zählt zu den Aktivatoren sowohl des Na+-Taurocholat Kotransporters Ntcp, 
als auch des Mrp2. Im Vergleich zu C/EBPα und HNF-1α wird die Bindung an das 
RAR:RXR responsive element (DR-1) durch Applikation von Ethinylöstradiol kaum 
beeinflusst. Nach einem initialen Wert von 107 ± 18% (P = n.s., n = 4) kommt es nach 
drei Tagen zu einer leichten Abnahme der Bindungsaktivität dieses Transkriptionsfaktors 
auf 88 ± 6% (P = n.s., n = 4) [Abb. 9, 10].  
PXR gilt als Transaktivator der Gene für Oatp2 und Mrp2. Im Gegensatz zu RAR:RXR 
ist die nukleäre Bindungsaktivität des PXR:RXR an ein DR-3-Element nach zunächst 
stabiler Bindung (103 ± 10%, P = n.s., n = 4), infolge dreitägiger Behandlung mit 
Ethinylöstradiol im Vergleich zu Kontrolltieren um 60% reduziert (40 ± 4%, P < 0,05, n 
= 4) [Abb. 9, 10].  
Östrogenrezeptoren binden nicht nur an estrogen response elements, sie können auch 
über einen alternativen Signalweg die Genexpression von Promotoren beeinflussen, die 
AP-1 Bindungsstellen besitzen. Sequenzanalysen haben ein potentielles estrogen 
response element und mögliche AP-1 Stellen im Ntcp Gen der Ratte identifiziert 
[Trauner&Arrese et al.1998]. Daher sind für die DNA-Bindungsstudien zusätzlich zu 
Oligonukleotiden, die Bindungsstellen für den Östrogenrezeptor im Ntcp Promotor der 
Ratte enthalten, auch solche eingesetzt worden, die eine Bindungssequenz für AP-1 
Elemente aufweisen. Die AP-1 Bindungsaktivität ist nach ein- und dreitägiger 
Ethinylöstradiol-Applikation signifikant gesteigert, zum erstuntersuchten Zeitpunkt auf 
217 ± 40% (P < 0,05, n = 4) und nach 72 Stunden auf 258 ± 64% (P < 0,05, n = 4). 
Dagegen bleibt die Bindungsaktivität am estrogen response element des Ntcp Promotors 
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auch nach Östrogen-Behandlung weitestgehend unverändert, da sich eine scheinbare 
Abnahme auf 55 ± 21% nach drei Tagen statistisch als nicht signifikant erweist [Abb. 9, 
10]. 
 
Abbildung 9:  Auswirkungen von Ethinylöstradiol auf die DNA-Bindungsaktivität diverser 
Transkriptionsfaktoren 
 
Kernextrakte aus Lebergewebe Ethinylöstradiol-behandelter und unbehandelter (sham-) Ratten (n 
= 4) wurden 24 bzw. 72 Stunden nach Injektion präpariert. Darauf folgte die Inkubation der 
Kernextrakte (jeweils 5-10µg Protein) mit radiomarkierten Oligonukleotiden und Elektrophorese 
durch ein nichtdenaturierendes Polyacrylamidgel (EMSA). Es werden repräsentative 
Autoradiographien dargestellt. Unterschiede in Bandintensitäten der Kontrolltiere untereinander 
nach einem bzw. drei Behandlungstagen resultieren aus getrennten Gelanalysen und der 
jeweiligen Expositionszeit der Röntgen-Filme. SC = spezifische Kompetition, NSC =  
unspezifische Kompetition, T = Tag 
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Abbildung 10: Densitometrische Analysen der DNA-Bindungsaktivität verschiedener 
Transkriptionsfaktoren 
 
Es werden die Alterationen der Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren nach ein und drei 
Tagen Ethinylöstradiol-Behandlung dargestellt. Die Autoradiographien wurden mittels eines 
Phospho-Imagers quantifiziert. Als Bezug für die prozentuale Darstellung der Daten als 
Mittelwert ± Standardabweichung gelten die mit Trägersubstanz behandelten Kontrolltiere; *P < 
0,05 im Vergleich zu sham-Ratten 
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5 Diskussion 
Die in der vorliegenden Studie erfassten Daten bezüglich der Regulation hepatozellulärer 
Transportsysteme unter Östrogen-Einfluss werden mit den Ergebnissen anderer Studien 
und weiteren Cholestasemodellen verglichen und im Hinblick auf die Übertragbarkeit auf 
den Menschen bewertet. 
5.1 Östrogen-induzierte Veränderungen der 
Transportsysteme 
Seit einigen Jahren wird vermehrtes Augenmerk auf Östrogen-induzierte Alterationen der 
verschiedenen Transportproteine an der basolateralen und apikalen Oberfläche der 
Hepatozyten gerichtet [Lee et al.2000, Simon et al.1996, Huang et al.2000, Koopen et 
al.1998, Stieger et al.2000, Bossard et al.1993]. Eine durch Ethinylöstradiol-Gabe 
induzierte, intrahepatische Cholestase äußert sich in einer 60%igen Reduktion des 
Galleflusses und einem Anstieg der Gallensäuren im Serum, nicht jedoch innerhalb der 
Hepatozyten [Bossard et al.1993, Simon et al.1996, Davis&Kern1976]. Sowohl der 
Gallensalz-abhängige, als auch der Gallensalz-unabhängige Gallefluss ist nach Östrogen-
Applikation vermindert, wobei die letztere Fraktion stärker betroffen ist 
[Schreiber&Simon1983].  
Seit der Erstbeschreibung durch Svanborg im Jahre 1954 [Svanborg1954] wurden in den 
vergangenen fünf Jahrzehnten für die Östrogen-vermittelte Cholestase mehrere 
Mechanismen propagiert. So wurde anfänglich der unter Östrogen-Einfluss verminderten 
Aktivität der basolateral lokalisierten Na+,K+-ATPase [Davis et al.1978, 
Blitzer&Boyer1978, Berr et al.1984, Rosario et al.1988, Reichen&Paumgartner1976, 
Keefe et al.1979, Smith&Gordon1988] und der damit verbundenen Störung des für die 
Aufnahme von Gallensalzen wichtigen, physiologischen Ionengradienten zwischen Intra- 
und Extrazellulärraum eine herausragende Bedeutung zugeschrieben, die allerdings durch 
die Ergebnisse späterer Studien relativiert wurde [Trauner&Meier et al.1998, Trauner et 
al.1999, Brock&Vore1984, Simon et al.1980]. Andere Hypothesen führten toxische 
Östrogenmetabolite, v.a. D-Ring-Glukuronide, die nach intravenöser Applikation rasch 
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und dosisabhängig eine reversible Cholestase erzeugen, als Urheber der Östrogen-
induzierten Cholestase an [Meyers et al.1980, Meyers et al.1981, Vore&Slikker1985]. 
Dafür wurde eine erhöhte Permeabilität des Kanalikulus durch die tight junctions mit 
entsprechend gesteigerter Wasserreabsorption [Forker1969, Iqba et al.1985] für den 
verminderten Gallefluss hauptverantwortlich gemacht. Auch diese Vermutungen konnten 
nachfolgend nicht bestätigt werden [Jaeschke et al.1987]. 
Fraglich bleibt weiterhin, als dritter Ansatzpunkt, die Relevanz einer verminderten 
Fluidität der sinusoidalen Hepatozytenmembran. Die gesteigerte Aufnahme an 
Cholesterol aus dem Plasma unter Ethinylöstradiol-Einfluss führt zu einem erhöhten 
Cholesterolester- [Simon et al.1980, Davis et al.1978, Smith&Gordon1988], und 
Sphingomyelin-Gehalt [Smith&Gordon1988], wodurch die Fluidität der 
Basolateralmembran einschränkt wird. Als mögliche Konsequenz ist die Mobilität der 
Transporter gestört, die in einem verminderten Transportmaximum, z.B. für Taurocholat 
und BSP resultiert [Davis et al.1978]. Gegen diese Hypothese spricht die Tatsache, dass 
eine verminderte Fluidität auch bei gesteigertem Gallefluss beobachtet wird 
[Smith&Gordon1988]. 
Anfänglich bestand die Annahme, dass Östrogene selektiv zu Veränderungen der 
Transporter an der sinusoidalen Membran führen [Berr et al.1984, Rosario et al.1988], 
die kanalikuläre Membran dagegen nur eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese der 
Östrogen-induzierten Cholestase spielt. Dies wurde von Studien unterstützt, die 
aufzeigten, dass die Taurocholat-Aufnahme bei Ethinylöstradiol-induzierter Cholestase 
dramatisch abnimmt [Berr et al.1984, Schwarz et al.1977]. Mittlerweile ist diese 
Hypothese jedoch von der Überzeugung verdrängt worden, dass pathologische Prozesse 
an beiden Membrankompartimenten zu finden sind [Bossard et al.1993]. So kommt es 
unter Ethinylöstradiol-Gabe nicht nur zu einer verminderten Aufnahme diverser Substrate 
über die basolaterale Membran, sondern auch zu Alterationen auf der kanalikulären Seite 
[Arrese et al.1995], z.B. zu einer verminderten Sekretion des Farbstoffs BSP in den 
Kanalikulus [Müller et al.1964, Simon&Arias1973, Gallagher et al.1965]. Ebenso ist 
nach einer fünftägigen Applikation von Ethinylöstradiol sowohl die sinusoidale 
Taurocholat-Aufnahme, als auch die kanalikuläre Taurocholat-Sekretion vermindert 
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[Berr et al.1984, Bossard et al.1993,  Takikawa et al.1998]. Durch cholestatisch bedingte 
Veränderungen sowohl an der basolateralen, als auch an der kanalikulären Membran der 
Hepatozyten kommt es zu einer Beeinträchtigung des Transports von Gallebestandteilen 
und der osmotischen Antriebskraft für die Gallesekretion in die Gallenkanalikuli mit 
Cholestase als möglicher Konsequenz [Lee et al.2000]. 
Die reduzierte Aufnahme an Gallensalzen und diversen organischen Anionen nach 
Ethinylöstradiol-Gabe spiegelt sich möglicherweise in einer Herabregulation des Ntcp 
[Lee et al.2000, Koopen et al.1998, Simon et al.1996] und Oatp1 [Simon et al.1996] 
wider. Über die Expression von Oatp2 und Oatp4 bei Ethinylöstradiol-induzierter 
Cholestase existieren dagegen bis heute keine Daten. Auch Bestandteile des Gallensalz-
unabhängigen Galleflusses, wie Glutathion und Bikarbonat, werden unter Östrogen-
Einfluss vermindert in die Kanalikuli sezerniert [Jansen&Oude Elfernik1988, Bouchard 
et al.1994, Alvaro et al.1997]. Eine reduzierte Exkretion dieser Mrp2-Substrate stellt 
somit das Korrelat einer verringerten Mrp2-Protein-Expression dar [Lee et al.2000, 
Trauner et al.1997, Koopen et al.1998]. Die Abnahme des kanalikulären ATP-abhängigen 
Taurocholat-Transports unter Östrogen-Einfluss ist dagegen wahrscheinlich weniger die 
Folge einer Veränderung in der Genexpression der Gallensalzexportpumpe Bsep, als 
vielmehr das Ergebnis einer kompetitiven Hemmung. Erst durch die Mrp2-vermittelte 
Sekretion von Östrogenen in die Gallenkanalikuli und ihrer intravesikulären 
Akkumulation wird die Transportfunktion der Exportpumpe Bsep durch trans-Inhibition 
signifikant gemindert [Stieger et al.2000]. 
5.1.1 Regulation basolateraler Transporter in verschiedenen 
Cholestasemodellen 
Die Ergebnisse aus eigener Studie komplettieren bisher veröffentlichte Daten über die 
Regulation der basolateralen Transporter Ntcp und Oatp1, da erstmals sämtliche 
Mitglieder der Familie der organischen Anionentransporter (Oatp1, Oatp2 und Oatp4), 
die bisher identifiziert werden konnten, in der Leber untersucht wurden. Des weiteren 
werden die zugrunde liegenden Regulationsmechanismen durch DNA-Bindungsstudien 
näher beleuchtet. 
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Unter Östrogen-Einfluss kommt es nach fünftägiger Behandlung zu einer mäßig 
verminderten Protein-Expression aller drei Vertreter der organischen Anionentransporter-
Familie [Abb.6]. Diese Veränderungen spiegeln sich für Oatp1 und Oatp2 auch in einer 
verminderten mRNA-Expression wider, während die mRNA-Expression des Oatp4 
weitestgehend stabil verbleibt [Abb.3]. Wie aus Studien am Modell der durch 
Tetrachlorkohlenstoff- (CCl4-) induzierten, toxischen Hepatitis bekannt, werden Oatp1 
und Oatp2 größtenteils durch Reduktion der Transkriptionsrate reguliert [Geier&Kim et 
al.2002]. Da jedoch die cholestatisch bedingten Veränderungen auf Protein-Ebene 
zeitlich versetzt zu der gleich zu Beginn verminderten mRNA-Expression auftreten, 
können zusätzliche posttranskriptionelle Regulationsmechanismen nicht ausgeschlossen 
werden. Diese posttranskriptionellen Regulationsmechanismen können z.B. den 
nukleozytoplasmatischen Transport, die Stabilität der mRNA oder RNA-Verarbeitung 
betreffen [Trauner&Boyer2003, Trauner&Meier et al.1998, Arrese&Trauner2003, 
Gartung&Ananthanaryanan et al.1996, Gartung&Schüle et al.1997]. Für den organischen 
Anionentransporter Oatp4 scheinen aufgrund der Tatsache, dass trotz weitestgehend 
unveränderter mRNA-Expression die Proteinmasse, ähnlich Oatp1 und Oatp2, nach 
fünftägiger Behandlung mit Ethinylöstradiol vermindert ist, hauptsächlich 
posttranskriptionelle Mechanismen eine Rolle spielen.  
Die Östrogen-induzierten Alterationen der Oatp-Familie entsprechen nur teilweise denen 
anderer Cholestasemodelle. Während im Östrogenmodell alle drei organischen 
Anionentransporter auf Protein-Ebene vermindert exprimiert werden, zeigt sich nach 
Endotoxin-Gabe bzw. Gallengangsligatur nur die Protein-Expression des Oatp1 reduziert. 
Oatp2 und Oatp4 erfahren dagegen keine Veränderung und halten somit die 
Ausscheidung anderer organischer Anionen in die Galle aufrecht [Dumont et al.1997, 
Gartung&Trauner et al.1996, Geier et al.2001]. Nach Induktion eines toxischen 
Leberschadens durch Applikation von Tetrachlorkohlenstoff zeigt sich sowohl für Oatp1, 
als auch Oatp2 eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression, während Oatp4 
unverändert bleibt [Geier&Kim et al.2002]. Die Proteinmassen von Oatp1 und Oapt2 
bleiben, wie auch bei Östrogen-induzierter Cholestase, nach 24 Stunden unverändert und 
sind am ehesten auf eine lange Halbwertszeit der Transportproteine [Bartles et al.1987] 
zurückzuführen [Geier&Kim et al.2002]. Analog der Ergebnisse aus vorliegender Studie 
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bei Östrogen-bedingter Cholestase ist auch bei einem chemisch-induzierten, nicht-
cholestatischen Leberschaden die Proteinmasse des Oatp4 bei gleichbleibender mRNA-
Expression deutlich reduziert. Eine posttranskriptionelle Regulation des Oatp4 ist in 
diesem Modell  bereits beschrieben [Geier&Kim et al.2002]. 
Die Herabregulation und eingeschränkte Funktion aller Mitglieder der organischen 
Anionentransporter-Familie im Östrogenmodell wird als Schutzmechanismus der 
Leberzelle interpretiert, indem die Aufnahme an potentiell lebertoxischen Gallensalzen 
und anderen organischen Anionen reduziert und eine intrahepatische Akkumulation 
derselben verhindert wird [Lee&Trauner et al.2000, Dumont et al.1997]. Dies lässt sich 
allerdings nur partiell verhindern, da Gallensalze dennoch nach einer längeren 
cholestatischen Periode in den Hepatozyten akkumulieren [Lee&Trauner et al.2000].  
Wie bereits aus anderen Studien bekannt, wird auch der Na+- abhängige Taurocholat 
Kotransporter Ntcp nach Ethinylöstradiol-Gabe auf Protein-Ebene herabreguliert 
[Koopen et al.1998, Simon et al.1996]. Als der am empfindlichsten auf Östrogen-Gabe 
reagierende Transporter geschieht dies - im Vergleich zu den organischen 
Anionentransportern - sowohl rascher (deutliche Reduktion bereits nach 24 Stunden), als 
auch in stärkerem Ausmaß (maximale Reduktion nach drei Tagen auf 14 ± 6% (P < 0,05, 
n = 4) im Gegensatz zu 84 ± 10%, 81 ± 13% und 69 ± 14% bei Oatp1, Oatp2 und Oatp4 
(jeweils P < 0,05, n = 4)) [Abb. 6, 8]. Dies ist vornehmlich auf eine verminderte 
Transkriptionsrate zurückzuführen, da parallel zu den Alterationen in der Proteinmasse 
auch die mRNA-Expression deutlich vermindert ist [Lee&Trauner et al.2000, Simon et 
al.1996]. Die mRNA-Reduktion des Ntcp ist dabei dem Expressionsmuster des Oatp2 am 
ähnlichsten, beide Transporter werden frühzeitiger und in größerem Maße herabreguliert 
als die übrigen basolateralen Transporter [Abb.5]. Auch in anderen Modellen der 
Cholestase (BDL, LPS) und Leberregeneration nach Teilresektion findet sich eine 
drastische Herabregulation des Ntcp auf Protein- und mRNA-Ebene 
[Gartung&Ananthanarayanan et al.1996, Gartung&Matern1997, Geier&Zollner et 
al.2005, Dumont et al.1997, Lee&Trauner et al.2000, Green et al.1996, Gerloff et 
al.2002]. Somit wird der Ntcp uniform in allen Modellen der experimentellen Cholestase 
bzw. der Leberregeneration, die mit einer vorübergehenden Cholestase einhergeht, 
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herabreguliert. Dieser Regulationsprozess ist auch in cholestatischen Erkrankungen beim 
Menschen zu beobachten [Lee&Boyer2000]. Ergebnisse aus nuclear run-on Studien bei 
Ratten nach Gallengangsligatur oder Endotoxin-Applikation machen ersichtlich, dass 
dieses Expressionsmuster zumindest größtenteils der Regulation auf Transkriptionsebene 
unterliegt [Gartung&Ananthanarayanan et al.1996, Trauner&Arrese et al.1998, Dumont 
et al.1997]. Zusätzlich muss aufgrund der langen Proteinhalbwertszeit auch eine 
posttranskriptionelle Komponente, z.B. im Sinne einer vermehrten Proteindegradierung 
oder verminderten mRNA-Translation angenommen werden 
[Gartung&Ananthanarayanan et al.1996, Gartung et al.1997]. 
Die hepatische mRNA-Expression des Ntcp und die Serum-Konzentration der 
Gallensalze stehen sowohl beim Menschen, als auch nach Gallengangsligatur bei Ratten 
in einem gegensätzlichen Verhältnis zueinander [Gartung et al.1997]. Für die Expression 
des Ntcp scheint dabei weniger die Stärke des Galleflusses, als vielmehr die 
Galleretention ausschlaggebend zu sein, da sich die Veränderungen in der Ntcp-
Expression nach vollständiger, biliärer Obstruktion durch Gallengangsligatur weder 
durch partielle Gallengangsligation, noch durch choledochocavale Fisteln reproduzieren 
lassen [Gartung et al.1997]. Untersuchungen der Promotorregion des Ntcp mit der 
Aufdeckung diverser Regulationselemente für Gallensalze, gekoppelt mit dem Wissen, 
dass Gallensalze die Promotoraktivität dieser Gene in vitro unterdrücken [Karpen et 
al.1996], unterstützen somit die Annahme, dass eine Retention von Gallebestandteilen zu 
einer Herabregulation des Ntcp führt [Trauner&Meier et al.1998, Trauner et al.1999]. Die 
Bedeutung dieser Herabregulation des Ntcp während intrahepatischer oder obstruktiver 
Cholestase liegt, wie schon für die organischen Anionentransporter beschrieben 
[Lee&Trauner et al.2000, Dumont et al.1997], vermutlich darin, die Hepatozyten im 
Sinne eines protektiven feedback Mechanismus vor einer übermäßigen Aufnahme an 
Gallensalzen zu schützen [Gartung&Ananthanarayanan et al.1996]. Die verminderte 
Aktivität des Ntcp Promoters durch erhöhte Gallensalze beruht dabei auf der 
verminderten Bindung des RAR:RXR, welcher dem Einfluss des - durch vermehrte 
Gallensalze induzierten - FXR-Zielgens SHP unterliegt und von diesem direkt inhibiert 
wird. Somit besteht zwischen erhöhten Gallensalzen und der Expression des Ntcp eine 
feedback Regulation über FXR:RXR – SHP – RAR:RXR [Denson et al.2001]. 
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Östrogen-induzierte Cholestase äußert sich in eingeschränktem Taurocholat-Transport in 
den Hepatozyten [Simon et al.1996, Berr et al.1984]. Die Reduktion der Na+-abhängigen 
Taurocholat-Aufnahme ist entsprechend mit einer verminderten Ntcp-Expression 
assoziiert, wobei erstere in größerem Ausmaß eingeschränkt wird, als dies für die 
Proteinmasse des Ntcp der Fall ist und zusätzlich funktionelle Veränderungen des 
Transportproteins vermuten lässt [Simon et al.1996]. Die Na+- unabhängige Fraktion 
zeigt sich dagegen trotz Herabregulation des Oatp1 weitgehend unverändert 
[Gartung&Trauner et al.1996, Simon et al.1996]. Nach den Ergebnissen der vorliegenden 
Studie lässt sich der relativ gleichbleibende Na+- unabhängige Transport von Taurocholat 
anhand der eher moderaten Herabregulation der drei organischen Anionentransporter (auf 
59 ± 10%, 63 ± 7% und 72 ± 11% (jeweils P < 0,05, n = 4) nach fünf Tagen) erklären 
[Abb. 5]. Dennoch dürfte selbst eine nur mäßige Reduktion aller drei Vertreter dieser 
multispezifischen Transporter zusammengenommen sicherlich, trotz der teils 
überlappenden Substratspektren [Cattori et al.2001], eine klinisch relevante Bedeutung 
haben. So dürften diese Alterationen Einfluss auf die Exkretion diverser Xenobiotika 
nehmen, da diese teilweise exklusiv durch einzelne Mitglieder der Oatp-Familie 
transportiert werden, wie z.B. Digoxin durch Oatp2 [Reichel et al.1999]. 
5.1.2 Regulation kanalikulärer Transporter in verschiedenen 
Cholestasemodellen 
Die vorliegenden Untersuchungen zeigen für die kanalikuläre Exportpumpe Mrp2 neben 
einer Herabregulation auf Protein-Ebene auch eine initial verminderte mRNA-Expression 
unter Östrogen-Einfluss, welche nach fünf Tagen wieder ihren Ausgangswert erreicht 
[Abb.4, 7]. Diese Ergebnisse stehen nicht im Widerspruch zu bereits veröffentlichten 
Daten, da zum einen die mRNA-Expression in anderen Studien erst nach fünf Tagen 
bestimmt [Lee&Trauner et al.2000, Trauner et al.1997] und somit eine vorher 
möglicherweise kurzzeitig auftretende Reduktion nicht erfasst wurde. Zum anderen 
erreicht die Proteinmasse, trotz initial deutlich verminderter mRNA-Expression, erst nach 
fünf Tagen ihren Minimalwert [Abb.8]. Da sich zu diesem Zeitpunkt die Veränderungen 
auf mRNA-Ebene wieder normalisiert haben, können auch hier, wie bereits erläutert, für 
die verminderte Protein-Expression - zumindest teilweise - posttranskriptionelle 
Diskussion Östrogen-induzierte Veränderungen der Transportsysteme 
 
- 65 - 
Regulationsmechanismen angenommen werden [Lee&Trauner et al.2000]. Die in der 
vorliegenden Studie nur moderat verminderte Protein-Expression des Mrp2 (77 ± 8%; P 
< 0,05, n = 4) zeigt in Anbetracht der großen Differenzen bisher veröffentlichter 
Ergebnisse (35% Reduktion der Proteinmasse nach drei Tagen [Koopen et al.1998], 57% 
nach fünf Tagen [Trauner et al.1997], 20% nach fünf Tagen [Lee&Trauner et al.2000]) 
das variable Ausmaß der Herabregulation dieses Transporters.  
In anderen Cholestasemodellen wird der Mrp2 sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-
Ebene deutlich herabreguliert. So zeigt sich 16 Stunden nach Endotoxin-Applikation eine 
Reduktion auf 11% bzw. 17% in Protein- und mRNA-Expression und eine ebenso 
signifikante Reduktion der Protein- und mRNA-Expression nach Gallengangsligatur 
(12% bzw. 66% nach drei Tagen) [Lee&Trauner et al.2000, Denson et al.2002]. Auch 
hier sind wiederum quantitative Unterschiede zu verzeichnen [Geier et al.2003, Trauner 
et al.1997, Vos et al.1998]. Ebenso erscheint der Mrp2 in einem der Frühphase der 
humanen PSC ähnlichen Modell der Trinitrobenzensulfat (TNBS)- induzierten 
Cholangitis sowohl auf mRNA-, als auch auf Protein-Ebene herabreguliert 
[Geier&Dietrich et al.2002]. Auch im Darm von Ratten nach Gallengangsligatur kann 
eine verminderte Mrp2-Expression nachgewiesen werden [Dietrich et al.2004]. 
Während der Mrp2 im Östrogenmodell offenbar hauptsächlich durch 
posttranskriptionelle Mechanismen reguliert wird, kommen in den anderen 
Cholestasemodellen vornehmlich solche auf Transkriptionsebene zum Tragen [Trauner et 
al.1997]. Allerdings lässt auch die bei obstruktiver Cholestase rasch und drastisch 
verminderte Protein-Expression mögliche posttranskriptionelle Regulationsmechanismen 
vermuten, da die mRNA-Expression verzögert reduziert wird [Denson et al.2002].  
Eine Herabregulation der Protein-Expression in den unterschiedlichen 
Cholestasemodellen geht jeweils mit einer reduzierten Sekretionsrate an Mrp2-Substraten 
(BSP, Bilirubin- und GSH-Konjugate) in der Leber einher [Vore1987, 
Reyes&Simon1993, Roelofsen et al.1994, Roelofsen et al.1995, Trauner et al.1997, 
Trauner&Meier et al.1998], die in einer eingeschränkten Funktion des Transporters 
begründet liegt.  
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Die Herabregulation von Mrp2 trägt insofern zu der Pathogenese von intra- oder 
extrahepatischer Cholestase bei, als durch die verminderte Sekretion von Mrp2-
Substraten, u.a. auch des osmotisch stark wirksamen GSH, der Gallesalz-unabhängige 
Gallefluss reduziert wird [Koopen et al.1998]. Dies dürfte auch Folgen für den 
Metabolismus und die Exkretion verschiedener, potentiell toxischer Endo- und 
Xenobiotika haben. So werden unter cholestatischen Bedingungen auch Medikamente in 
geringerem Ausmaß transportiert, wie z.B. die Antibiotika Ampicillin und Ceftriaxon, 
welche mittels Mrp2 in die Galle sezerniert werden [Oude Elferink et al.1995]. Im 
Modell der Östrogen-induzierten Cholestase, wo der Gallensalz-unabhängige Gallefluss 
deutlich reduziert ist, scheint die Herabregulation des Mrp2 allerdings eine 
untergeordnete Rolle zu spielen, da auch Mrp2-defiziente TR--Ratten nach 
Ethinylöstradiol-Gabe eine Cholestase entwickeln. Demnach müssen alternative 
Mechanismen für die Exkretion von Bilirubin und organischen Anionen in die Galle 
existieren, welche dem Ethinylöstradiol-Einfluss  unterliegen [Koopen et al.1998]. 
Bisher veröffentlichte Ergebnisse bezüglich der Regulation der Gallensalzexportpumpe 
Bsep zeigen nach Ethinylöstradiol-Gabe eine alleinige Reduktion auf Protein-Ebene 
(53% nach fünf Tagen) bei unveränderter mRNA [Lee&Trauner et al.2000], was auch 
hier auf mögliche posttranskriptionelle Regulationsmechanismen in diesem 
Cholestasemodell schließen lässt. Die in der vorliegenden Untersuchung initial 
signifikant verminderte mRNA-Expression [Abb. 4] ist grundsätzlich mit der unverändert 
gemessenen mRNA-Expression durch Lee et al. [Lee&Trauner et al.2000] vereinbar, da 
hier sowohl die mRNA- als auch die Protein-Expression erst nach fünf Tagen bestimmt 
und somit zu einem früheren Zeitpunkt auftretende Veränderungen nicht erfasst wurden. 
Demgegenüber bestehen aber Differenzen zwischen der moderat reduzierten Protein-
Expression anderer Studien [Lee&Trauner et al.2000] im Vergleich zu den vorliegenden 
Ergebnisssen, bei denen sich keine signifikanten Veränderungen der Protein-Expression 
verzeichnen lassen [Abb.7]. In Zusammenschau der Daten besteht aber Übereinkunft, 
dass Bsep den bei Ethinylöstradiol-induzierter Cholestase am besten erhaltenen 
Transporter darstellt [Lee&Trauner et al.2000]. 
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Wie im Östrogenmodell ist Bsep auch in anderen Cholestaseforen sowohl bezüglich der 
Protein-, als auch mRNA-Expression nur moderat vermindert. 16 Stunden nach 
Endotoxin-Applikation zeigt sich eine signifikante Reduktion auf 52 bzw. 68% 
[Lee&Trauner et al.2000]. Gleichfalls zeigt sich im Modell der obstruktiven Cholestase 
nach dreitägiger Gallengangsligatur eine Reduktion der Protein- und mRNA-Expression 
auf 49 bzw. 32%  [Lee&Trauner et al.2000]. Diese Werte steigen im Verlauf der 
Gallengangsobstruktion zunehmend an, bleiben aber stets unter der basalen Expression. 
Der Vergleich verschiedener Cholestasemodelle verdeutlicht eine - im Verhältnis zu Ntcp 
und Mrp2 - erheblich geringere Herabregulation der Gallensalzexportpumpe 
[Lee&Trauner et al.2000]. Dies zeigt sich auch in der Tatsache, dass trotz verminderter 
Bsep-Expression weiterhin Gallensalze über die kanalikuläre Hepatozytenmembran 
transportiert werden, wenngleich auf einem geringeren Niveau [Lee&Trauner et al.2000].  
5.2 Genregulation hepatobiliärer Transporter im 
Östrogenmodell 
Bei der Regulation der physiologischen und pathologischen Transportvorgänge in den 
Hepatozyten spielen nukleäre Hormonrezeptoren und sogenannte liver enriched 
Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle [Kullak-Ublick et al.2004,  
Trauner&Boyer2003, Karpen2002, Anwer2004]. Diese Regulatoren werden über 
spezifische Liganden, wie diverse Xenobiotika und Gallebestandteile,  kontrolliert und 
können die Expression ihrer Zielgene entsprechend verändern [Karpen2002]. Im Falle 
einer Cholestase sind viele Alterationen hepatozellulärer Transportproteine das Resultat 
einer (De-)Aktivierung durch nukleäre Rezeptoren, die ihrerseits, je nach 
Cholestaseform, vornehmlich durch Hormone, Medikamente, Zytokine oder retinierte 
Gallensalze beeinflusst werden [Kullack-Ublick&Becker2003, Trauner&Arrese et 
al.1998, Karpen2002, Goodwin&Moore2004, Staudinger et al.2001, Jones et al.2000, 
Dietrich et al.2004, Denson et al.2002, Geier et al.2003, Geier&Dietrich et al.2005, 
Müller2000].  Zusätzlich zu Veränderungen auf Transkriptionsebene kommen bei der 
Regulation der  basolateralen und kanalikulären Transporter auch posttranskriptionelle 
und / oder posttranslationelle Mechanismen, wie z.B. lysosomale Degradierung der 
Proteine oder (De-) Phosphorylierungs- und Glykosylierungsprozesse zum Tragen 
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[Arrese&Trauner2003, Trauner&Boyer2003, Trauner et al.1999]. Ebenso unterliegen die 
Transkriptionsfaktoren selbst der (post-) transkriptionellen Regulation [Beigneux et 
al.2000, Beigneux et al.2002, Guo et  al.2003]. 
Da die Herabregulation der basolateralen Transporter unter Ethinylöstradiol-Einfluss 
zumindest teilweise auf Transkriptionsebene stattfindet, sind in der vorliegenden Studie 
die Bindungsaktivitäten einiger bekannter Transaktivatoren hepatozellulärer Transporter, 
wie PXR:RXR, RAR:RXR, HNF-1α und C/EBPα bestimmt worden [Trauner&Arrese et 
al.1998, Guo&Staudinger et al.2002, Guo&Choudhuri et al.2002, Shih et al.2001, 
Geier&Kim et al.2002, Li&Klaassen2004, Denson et al.1999, Karpen et al.1996].  
Die Genregulation der basolateral gelegenen Transporter wurde für den Ntcp genauer 
untersucht, nachdem dessen Promotor kloniert und einige Transaktivatoren bzw. 
Repressoren identifiziert worden sind [Karpen et al.1996]. Bei Eukaryonten wird im 
Allgemeinen die Genexpression durch eine komplexe Interaktion sequenzspezifischer 
trans-aktivierender Faktoren mit ihren entsprechenden Antwortsequenzen reguliert 
[Tijan&Maniatis1994]. Diese Regulatoren setzen entweder in der Nähe der mRNA-
Transkriptions-Starterstelle, Promotorelementen, an oder agieren an 
Verstärkerelementen, die in einer gewissen Distanz von dieser stehen. Studien an 
transfizierten, humanen Hepatomzellen und primären Hepatozytenkulturen bei Ratten 
haben gezeigt, dass keine signifikanten, distalen Elemente für die basale Genexpression 
des Ntcp existieren  [Karpen et al.1996]. Der Ntcp minimal Promotor der Ratte wurde als 
ein 205 Basenpaare umfassendes Fragment identifiziert, welches sich über die 
Nukleotidsequenz  -158 bis +47 erstreckt [Karpen et al.1996]. Vergangene Studien haben 
anhand nuclear run-on assays gezeigt, dass eine reduzierte mRNA- und Protein-
Expression des Ntcp unter Östrogen-Einfluss auf einer verminderten 
Transkriptionsaktivität des Ntcp Gens beruht [Simon et al.1999].  
In anderen Cholestasemodellen, wie unter Endotoxin-Einfluss, im Falle einer toxischen 
Hepatitis und nach Gallengangsligatur geht die reduzierte mRNA-Expression des Ntcp 
mit einer verminderten Bindungsaktivität der Transaktivatoren HNF-1α, C/EBPα und 
des Heterodimers RAR:RXR einher [Denson et al.1999, Karpen et al.1996, 
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Trauner&Arrese et al.1998, Geier&Zollner et al.2005]. HNF-1α und C/EBPα spielen in 
cholestatischen wie nicht-cholestatischen Formen eines Leberschadens eine 
ausschlaggebende Rolle. Die verminderte Bindungsaktivität des RAR:RXR ist dagegen 
nur bei Cholestase von Bedeutung und ist im Rahmen der Leberregeneration nach 
partieller Teilresektion erhalten [Geier&Kim et al.2002, Trauner&Arrese et al.1998]. Bei 
den Veränderungen der Bindungsaktivitäten von HNF-1α und RARα:RXRα an den Ntcp 
Promotor nach Endotoxin-Applikation spielen proinflammatorische Zytokine, wie 
Tumornekrosefaktor α (TNFα) und Interleukin 1β (IL-1β) eine bedeutsame Rolle. Die 
Injektion dieser Zytokine führt ebenfalls zu einer Abnahme der Promotoraktivität und 
mRNA-Expression des Ntcp [Denson et al.1999, Green et al.1996, Geier&Dietrich et 
al.2005]. 
In dem vorliegenden Modell der Cholestaseform nach Östrogen-Applikation bleibt die 
nukleäre Bindungsaktivität des Ntcp Transaktivators RAR:RXR weitestgehend 
unverändert, während C/EBPα und HNF-1α, entsprechend den Ergebnissen anderer 
Cholestasemodellen, nach ein bzw. drei Behandlungstagen signifikant vermindert sind 
[Abb. 9,10]. Die Bindungsaktivität des C/EBPα wird dabei sowohl rascher, als auch in 
stärkerem Ausmaß reduziert. Im Vergleich der beiden Transaktivatoren wird ersichtlich, 
dass C/EBPα bereits 24 Stunden nach Ethinylöstradiol-Gabe deutlich auf 46 ± 16% (P < 
0,05, n = 4) abnimmt, während HNF-1α zunächst unverändert bleibt  (91 ± 28%, P = n.s., 
n = 4) [Abb. 9, 10]. Erst nach dreitägiger Behandlung sinkt die Bindungsaktivität des 
HNF-1α signifikant auf 61 ± 21%, während der C/EBPα weiter auf 35 ± 13% P < 0,05, n 
= 4 abnimmt. Diese Veränderungen der Transaktivatoren könnten, analog zu anderen 
Cholestasemodellen, zu einer unter Östrogen-Einfluss signifikant verminderten, basalen 
Expression bzw. Transkriptionsrate des Ntcp beitragen. Somit scheinen HNF-1α und 
C/EBPα auch bei Ethinylöstradiol-induzierter Cholestase großen Einfluss auf die 
Expression des Ntcp zu nehmen, während RAR:RXR eher eine untergeordnete Rolle zu 
spielen scheint. Zusätzlich könnte sicherlich auch der Ntcp Regulator FXR einen Beitrag 
zu der Herabregulation des Ntcp beitragen. 
Diskussion Genregulation hepatobiliärer Transporter im Östrogenmodell 
 
- 70 - 
Durch welche Mechanismen Östrogene die Transkriptionsrate des Ntcp regulieren ist im 
Detail zur Zeit noch unklar. Sequenzanalysen des Ntcp Gens haben potentielle estrogen 
response elements innerhalb der Nukleotidsequenz –184 / –165 aufgedeckt, für die 
allerdings in den voliegenden DNA-Bindungsstudien keine signifikante Veränderung der 
Aktivität verzeichnet werden konnte [Abb. 9]. Neben der klassischen Form der 
Genregulation durch Östrogene über die Interaktion eines aktivierten Östrogenrezeptors 
mit einem entsprechenden estrogen response element in der Regulatorsequenz existiert 
auch die Möglichkeit, die Transkriptionsrate indirekt über alternative DNA-
Bindungsstellen zu aktivieren bzw. zu supprimieren [Rollerova&Urbancikova2000]. Auf 
dem klassischen Weg kommt es zu einer Translokation des durch Ligandenbindung 
aktivierten Östrogenrezeptors aus dem Zytoplasma in den Nukleus, wo eine direkte 
Interaktion mit der DNA als Homo- [Kumar&Chambon1988] oder Heterodimer 
[Tremblay et al.1999] erfolgt.  
Als alternativer Mechanismus gilt die Protein-Protein-Interaktion des Östrogenrezeptors 
mit anderen Transkriptionsfaktoren, die wiederum mit entsprechenden response elements 
in der Regulatorsequenz reagieren [Jacacka et al.2001]. Als Modellbeispiel für diesen 
Weg zählen AP-1 regulierte Gene [Paech et al.1997]. Mögliche AP-1 Bindungsstellen 
sind in Sequenzanalysen des Ntcp dargestellt worden, von denen einige auch innerhalb 
der Promotorregion zu finden sind [Trauner&Arrese et al.1998]. Da kein direkter Effekt 
von estrogen response elements auf die Transkription des Ntcp belegt werden konnte, 
wurde die AP-1 Bindungsaktivität nach Östrogen-Injektion bestimmt, welche nach 
sowohl ein- als auch dreitägiger Ethinylöstradiol-Applikation eine deutliche Steigerung 
aufweist [Abb. 9, 10]. Diese erhöhte Bindung könnte sowohl direkt durch AP-1, als auch 
indirekt über Komplexbildung mit dem Östrogenrezeptor hervorgerufen werden. 
Allerdings lässt sich eine direkte Interaktion von Östrogenrezeptor und AP-1 nur 
schwierig belegen, da diese Verbindung nicht stark genug ist, um in einem Supershift 
durch Antikörperkomplexbildung in EMSA- oder Koimmunopräzipitationsstudien 
dargestellt werden zu können [Jakacka et al.2001]. Eine Abnahme der Ntcp-Expression 
unter Östrogen-Einfluss lässt sich möglicherweise auf verminderte Bindung des 
Östrogenrezeptors oder auf gesteigerte Komplexbildung mit AP-1 als Repressor 
zurückführen.  
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Abgesehen von der indirekten Regulation des Ntcp durch Ethinylöstradiol über AP-1/ER, 
gibt es auch die Möglichkeit, die Expression durch Modulation der Transaktivatoren 
HNF-1α und C/EBPα zu beeinflussen. So beinhaltet die Promotorregion des HNF-1α 
mutmaßliche estrogen response elements, die unter Östrogen-Einfluss die Aktivität des 
HNF-1α verändern könnten, der C/EBPα weist dagegen nach bisherigen TRANSFAC 
Analysen keine entsprechenden Sequenzen auf.  
Die transkriptionelle Regulation der Familie der organischen Anionentransporter ist 
bisher aufgrund fehlender Klonierungsstudien, abgesehen von der Charakterisierung der 
5`-flanking region des Oatp2 [Guo&Staudinger et al.2002], noch nicht detailliert 
untersucht worden. Für die Regulation der Genexpression des Oatp2 durch PXR-
Heterodimere gibt es einige Hinweise. Untersuchungen an PXR-knockout-Mäusen 
zeigen, dass Hepatozyten durch PXR-Aktivierung vor toxischen Gallensalzeffekten 
geschützt werden. PXR verstärkt die basolaterale Aufnahme von Lithocholat durch 
Induktion des Oatp2, woraufhin toxische Gallensalze nach gesteigerter Hydroxylierung 
durch Enzyme der Cyp3a Familie in weniger toxische, hydrophile Metabolite 
umgewandelt und über Exkremente ausgeschieden werden können [Staudinger et 
al.2001]. Diese Induktion durch PCN wird über die Interaktion des PXR mit der 5’-
flanking region des Oatp2 Gens vermittelt, wo PXR an entsprechende PXR-response 
elements, DR-3 (-1, -2, -4), bindet [Guo&Staudinger et al.2002]. DR-3 ist ein DNA-
Element, welches von mehreren nukleären Rezeptoren der Klasse II als Bindungsstelle 
genutzt werden kann. Neben dem PXR ist dies auch der RXR-Heterodimer-Partner CAR 
[Kast et al.2002, Karpen 2002, Trauner&Arrese et al.1998, Guo&Choudhuri et al.2002]. 
Die Bedeutung des PXR als Oatp2 Induktor wird auch durch die einfache Injektion des 
PXR-Liganden PCN in Ratten ersichtlich, welche eine starke Induktion der Oatp2 
Protein-Expression verzeichnen [Guo&Choudhuri et al.2002]. Im Östrogen-induzierten 
Cholestasemodell nimmt die Expression aller drei basolateralen, organischen 
Anionentransporter ab. Hier bleibt die Bindungsaktivität des PXR:RXR zunächst relativ 
stabil und ist erst nach dreitägiger Ethinylöstradiol-Gabe parallel zu der Expression des 
Oatp2 deutlich reduziert [Abb.12]. Demnach scheint der PXR in den ersten 24 Stunden 
nach Ethinylöstradiol-Applikation für die Alterationen des Oatp2 von untergeordneter 
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Bedeutung zu sein. Die nachfolgende deutliche Reduktion der Bindungsaktivität des PXR 
dürfte aber zu der anhaltend niedrigen Genexpression des Oatp2 beitragen. Somit scheint 
der PXR auch bei Östrogen-induzierter Cholestase zumindest die Aktivität des Oatp2, 
wenn nicht gar aller basolateraler Transporter der Oatp-Familie mitzuregulieren. 
Während PXR:RXR vermutlich als Induktor fungiert, scheint HNF-1α vornehmlich für 
die basale Expression des Oatp2 verantwortlich zu sein. HNF-1α-knockout-Mäuse zeigen 
parallel zu einer verminderten Aufnahme über die basolaterale Hepatozytenmembran und 
entsprechend gesteigerter Plasmakonzentration an Gallensäuren eine reduzierte 
Expression des Oatp2 [Shih et al.2001]. In der 5’-flanking region des Oatp2 sind 
zusätzlich zu den PXR response elements mögliche Bindungsstellen für HNF-1α 
identifiziert worden [Guo&Staudinger et al.2002]. Die reduzierte mRNA-Expression des 
Oatp2 im vorliegenden Östrogenmodell kann, analog PXR, nur teilweise auf die 
verminderte Bindungsaktivität des HNF1α zurückgeführt werden, da die Veränderungen 
auf mRNA-Ebene des Oatp2 gleich zu Beginn der Ethinylöstradiol-Behandlung eintreten, 
während der HNF-1α anfänglich unverändert bleibt. Erst nach dreitägiger Behandlung, 
dürfte die verminderte Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors für die reduzierte 
Genexpression des Oatp2 mitverantwortlich sein.  
Die Diskrepanz zwischen einer raschen Herabregulation der Oatp2-mRNA und der 
anfangs weitestgehend erhaltenen Bindungsaktivitäten sowohl des PXR:RXR, als auch 
des HNF-1α lässt vermuten, dass bei der Regulation des Oatp2 in der späten Phase einer 
Östrogen-induzierten Cholestase zwar die beiden untersuchten Regulatoren einen Teil zu 
der verminderten Genexpression des Oatp2 beitragen dürften, zu einem früheren 
Zeitpunkt allerdings zusätzliche nukleäre Regulatoren eine Rolle zu spielen scheinen. Bei 
einem akuten, toxischen Leberschaden nach CCL4-Gabe dagegen scheinen die 
Transkriptionsfaktoren HNF-1α und C/EBPα, anders als im Östrogenmodell, für die 
rasche Herabregulation des Oatp1 und Oatp2 mitverantwortlich zu sein, da deren 
Bindungsaktivität innerhalb von 24 Stunden deutlich vermindert ist, um nach drei Tagen 
wieder auf normale Werte anzusteigen [Geier&Kim et al.2002]. In die frühe Phase nach 
Östrogen-Gabe könnte auch CAR regulatorisch eingreifen, welcher beim Modell der 
Endotoxin-induzierten Cholestase, ebenso wie der PXR, eine deutlich reduzierte 
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Expression aufweist und dort möglicherweise die Herabregulation des Oatp2 mitbewirkt 
[Staudinger et al.2001, Xie et al.2001].  
Beim Vergleich anderer Cholestasemodelle mit den Veränderungen unter 
Ethinylöstradiol-Einfluss zeigt sich, dass der Transkriptionsfaktor HNF-1α bei 
entzündlicher, Endotoxin-induzierter Cholestase ebenfalls - zumindest teilweise - an der 
Regulation der organischen Anionentransporter Oatp1, Oatp2 und Oatp4 beteiligt ist 
[Li&Klaassen2004, Roe et al.2001]. In der Akutphase der Entzündungsreaktion ist die 
Bindungsaktivität des HNF-1α analog der verminderten Genexpression der organischen 
Anionentransporter reduziert [Li&Klaassen2004]. Endotoxin führt parallel zu einer 
niedrigen Oatp4 mRNA-Expression ebenfalls zu einer raschen und starken Abnahme der 
Bindungsaktivität der Transkriptionsfaktoren HNF-1α, C/EBPα und RAR:RXR an 
entsprechende response elements im Oatp4 Promotor [Li&Klaassen2004]. HNF-1α 
dürfte somit nicht nur für die basale Expression des Oatp2, sondern auch des Oatp4 
mitverantwortlich sein. Dies zeigt sich auch an HNF-1α-knockout-Mäusen, welche eine 
drastische Reduktion (95%) der mRNA-Expression des Oatp4 aufzeigen 
[Li&Klaassen2004]. Gleichermaßen ist möglicherweise auch hier CAR involviert, da 
Oatp4 in CAR-knockout-Mäusen nur schwach exprimiert wird [Karpen2002].  
Somit scheint die Regulation der organischen Anionentransporter in Östrogen-induzierter 
Cholestase ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Transkriptionsfaktoren zu sein, 
an dem HNF-1α, C/EBPα, PXR:RXR, RAR:RXR, möglicherweise auch CAR und 
weitere Faktoren beteiligt sein dürften.  
Die Regulation des Mrp2 kann auf drei verschiedenen Ebenen erfolgen 
[Gerk&Vore2002]. Zum einen kann die Expression innerhalb von Minuten durch 
dynamische Prozesse zwischen der kanalikulären Membran und intrazellulären Vesikeln 
verändert werden. Hierbei spielen endo- und exozytische Aktionen eine Rolle, die 
entweder die Wiedergewinnung des Transporters aus oder das Einbringen in die 
kanalikuläre Membran zur Folge haben [Gerk&Vore2002]. Dieser Mechanismus ist unter 
Endotoxin-Einfluss bekannt [Kubitz et al.1999]. Auch Östrogene bewirken eine rasche 
Wiederaufnahme von Mrp2 in intrazelluläre Vesikel, was mit vermindertem Gallefluss 
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einher geht. Diese Veränderungen sind allerdings nur von kurzer Dauer und reversibel, 
der Gallefluss erholt sich zügig, gefolgt von der Wiedereingliederung des Mrp2 in die 
kanalikuläre Membran [Mottino et al.2002]. Ein zweiter Ansatz ist die translationale 
Regulation der Mrp2-Expression. Hierfür gibt eine Untersuchung an schwangeren Ratten 
Hinweise, die aufzeigt, dass das Mrp2 Protein nicht aktiv synthetisiert wird [Vore et 
al.2001].  
Die dritte Möglichkeit, die Funktion des Mrp2 im Zeitrahmen von Tagen, statt Minuten 
oder Stunden, wie die beiden übrigen Regulationsmechanismen, zu kontrollieren, 
geschieht auf Transkriptionsebene [Gerk&Vore2002]. In den letzten Jahren sind nach 
Klonierung der Promotorregion diverse Transaktivatoren des Mrp2, wie PXR, RAR, 
FXR und CAR identifiziert worden [Kast et al.2002, Guo et al.2003, Denson et al.1999, 
Goodwin&Moore2004]. In der Promotorregion des humanen MRP2 sind auch 
mutmaßliche Bindungsstellen für HNF-1 identifiziert worden [Tanaka et al.1999]. 
Möglicherweise kann die während der ersten drei Untersuchungstage verringerte mRNA-
Expression des Mrp2 auf eine reduzierte Bindungsaktivität des HNF-1α zurückgeführt 
werden. Da allerdings die Expression des Mrp2 im Östrogen-induzierten 
Cholestasemodell offensichtlich weniger auf Transkriptionsebene, als vielmehr durch 
posttranskriptionelle Mechanismen reguliert wird [Trauner et al.1997, 
Kauffmann&Schrenk1998], scheinen hier die Aktivitäten der in der vorliegenden Studie 
untersuchten Transkriptionsfaktoren von untergeordneter Bedeutung zu sein. Auch durch 
die Tatsache, dass HNF-1α und PXR:RXR unter Östrogen-Einfluss erst nach drei 
Behandlungstagen signifikant vermindert erscheinen, während die mRNA-Expression des 
Mrp2 wesentlich rascher abnimmt, ist ihr Beitrag zur Regulation des Mrp2 eher zu 
vernachlässigen.  
Möglicherweise spielen in dieser frühen Phase der Östrogen-induzierten Cholestase 
andere nukleäre Rezeptoren, wie CAR eine Rolle. Entsprechend der Identifikation eines 
CAR-Regulatorelements in der Promotorregion des Mrp2 [Kast et al.2002] zeigen CAR-
knockout-Mäuse eine stark reduzierte Expression des Mrp2 [Karpen2002]. Somit scheint 
CAR durch Induktion des Oatp2, Mrp2 und metabolischer Enzyme sowohl auf den 
Import, als auch auf den Metabolismus und Export von Bilirubin und anderen Substanzen 
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einen wichtigen Einfluss zu haben [Goodwin&Moore2004, Kullak-Ublick&Becker2003]. 
Diese Funktion des CAR wird auch durch Untersuchungen an FXR- und FPXR-
knockout-Mäusen verdeutlicht, die bei Komedikation aus bekannten CAR-Aktivatoren 
und einer gallensäurehaltigen Diät eine gesteigerte Expression des Oatp2, Mrp2 und 
diverser, am Bilirubinstoffwechsel beteiligter Enzyme verzeichnen [Guo et al.2003]. Bei 
gleichzeitiger Hemmung der Ntcp-Aktivität tragen CAR-Aktivatoren demnach sowohl 
durch verstärkten Metabolismus und Exkretion, als auch durch eine verminderte 
Aufnahme über die Hepatozyten entscheidend dazu bei, die zirkulierende Bilirubin- bzw. 
Gallensalzkonzentration zu verringern und deren Toxizität zu mindern [Guo et al.2003].  
Es bleibt folgenden Studien vorbehalten, das Verhalten des CAR bei Östrogen-
induzierter Cholestase auf einen möglichen Beitrag zu der Herabregulation sowohl des 
Oatp2, als auch des Mrp2 hin zu untersuchen.  
Die Gallensalzexportpumpe wird in der Literatur als der im Vergleich mit den 
basolateralen Transportproteinen und Mrp2 am besten erhaltene Transporter beschrieben. 
Hier scheinen sich transkriptionelle oder posttranskriptionelle Regulationsmechanismen 
nur diskret auszuwirken. Die anfängliche Reduktion der mRNA-Expression unter 
Ethinylöstradiol-Einfluss könnte möglicherweise auf eine transkriptionelle Regulation 
durch den nukleären Rezeptor FXR zurückzuführen sein [Lew et al.2004]. Die in der 
vorliegenden Studie relativ gleichbleibende Protein-Expression des Bsep gewährleistet 
offenbar auch bei Ethinylöstradiol-induzierter Cholestase, wie in anderen Fällen, die 
kanalikuläre Exkretion von Gallensalzen, um Hepatozyten vor einer toxischen 
Anhäufung an Gallensalze zu schützen und einen schweren Leberschaden zu vermeiden 
[Lee&Trauner et al.2000]. Dennoch ist die kanalikuläre Sekretion von Taurocholat unter 
Östrogen-Einfluss etwas vermindert, was sich bei relativ stabiler Expression der 
Gallensalzexportpumpe durch die kompetitive Verdrängung und allosterische Hemmung 
durch Östrogene erklären lässt [Stieger et al.2000]. 
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5.3 Alterationen und Regulation der Transportproteine 
in der Schwangerschaft 
Ähnliche Effekte, wie sie von exogenen Östrogenen ausgelöst werden, zeigen sich bei 
dem  Vergleich geschlechtsspezifischer Unterschiede bei weiblichen oder trächtigen 
Ratten. Einige der in der vorliegenden Studie untersuchten Transportproteine sind im 
Tiermodell näher analysiert worden.  
Während weibliche Ratten organische Anionen wie Bilirubin, BSP und Fettsäuren in 
größerem Maße aus dem Portalblut aufnehmen als ihre männlichen Artgenossen, 
erweisen sich diese wiederum wesentlich effizienter in der Taurocholat-Aufnahme 
[Simon et al.1999]. Dies äußert sich auch in einer verminderten mRNA- und Protein-
Expression des Ntcp bei weiblichen Ratten, was mit einer verminderten 
Transkriptionsrate des Ntcp einhergeht [Simon et al.1999]. Entsprechend ist bei 
schwangeren Ratten sowohl die maximale Aufnahmegeschwindigkeit für den Na+-
Taurocholat-Kotransport, als auch die Taurocholat-Sekretionsrate deutlich eingeschränkt 
[Brock&Vore1984]. Gleichfalls ist die Aufnahme organischer Anionen, wie BSP, 
Dibromosulfophthalein und diverser Konjugate reduziert [Brock&Vore1984]. Die 
mRNA- und Protein-Expression des organischen Anionentransporters Oatp1 bleibt 
während einer Schwangerschaft stabil [Cao et al.2001]. Oatp2 dagegen verzeichnet bei 
reduzierter mRNA-Expression eine sehr diskrete, nicht signifikante Minderung der 
Proteinmasse [Cao et al.2001]. In einer nachfolgenden Untersuchung wurde sogar eine 
deutliche Herabregulation (50%) der Protein-Expression beschrieben [Cao et al.2002]. 
Diese Reduktion könnte - entsprechend den Alterationen im Östrogenmodell - die 
verminderte Aufnahme organischer Substrate während einer Schwangerschaft bewirken, 
es dürften allerdings noch weitere Regulationsmechanismen eine Rolle spielen. 
Die mRNA- und Protein-Expression des Ntcp während der Schwangerschaft ist in der 
Literatur nicht einheitlich beschrieben. Während in einer Studie an trächtigen Ratten 
keine Veränderung im Expressionsmuster auftritt [Cao et al.2001], zeigt sich in einer 
anderen experimentellen Untersuchung eine deutliche Reduktion der mRNA- und 
Protein-Expression in der späten Schwangerschaft [Arrese et al.2003]. Da diese 
Herabregulation des Ntcp mit einer verminderten Bindungsaktivtät der 
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Transkriptionsfaktoren HNF-1α und RAR:RXR einhergeht, welche bedeutsame 
Transaktivatoren des Ntcp Promotors darstellen [Karpen et al.1996], scheint der Ntcp 
während einer Schwangerschaft hauptsächlich auf Transkriptionsebene reguliert zu 
werden [Arrese et al.2003]. 
Eine im Gegensatz zu HNF-1α und RAR:RXR gesteigerte Bindungsaktivität des Signal 
Transducer and activator of transcription 5 (STAT5) während der Schwangerschaft 
zeigt, dass die Alterationen des Ntcp durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener 
Transkriptionsfaktoren zustande kommen [Arrese et al.2003]. Interessanterweise ist die 
Expression des Ntcp in der frühen postpartalen Periode signifikant gesteigert, was mit 
einer erhöhten Prolaktin-Sekretion und folglich einer gesteigerten Bindung von STAT5 
an den Ntcp Promotor in Verbindung gebracht wird [Ganguly et al.1994, Ganguly et 
al.1997].  
Für den Mrp2, der keine geschlechtspezifischen Differenzen aufweist, zeigt sich während 
der Schwangerschaft eine deutliche Reduktion der Protein-Expression, die mit einer 
eingeschränkten Funktionstüchtigkeit und entsprechend verminderter kanalikulärer 
Exkretion des Mrp2-Substrats 2,4-Dinitrophenyl-Glutathion einhergeht [Cao et al.2002]. 
Auch die biliäre Sekretion diverser glukuronidierter Substrate und GSH-Konjugate ist in 
dieser Periode vermindert [Brock&Vore1984, Cao et al.2001, Auansakul&Vore1982, 
Koopen et al.1998]. Die schwangerschaftsbedingten Veränderungen des Mrp2 sind dabei 
vornehmlich auf posttranskriptionelle Mechanismen zurückzuführen, da bei reduzierter 
Protein-Expression keine Herabregulation auf mRNA-Ebene auftritt [Cao et al.2002].  
5.4 Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen 
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie tragen zum Grundverständnis der 
pathophysiologischen Vorgänge der Cholestase bei. Durch Untersuchungen am Tier-
Modell der Ratte, deren hepatobiliäres Transportsystem dem humanen stark ähnelt, 
können Alterationen der einzelnen basolateralen und kanalikulären Transportproteine bei 
unterschiedlichen Bedingungen aufgedeckt werden. Die Veränderungen der einzelnen 
Transportproteine nach Ethinylöstradiol-Applikation können Hinweise auf die humane 
Situation bei Östrogen-induzierter Cholestase, wie unter Kontrazeptiva-Einnahme oder 
Diskussion Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen 
 
- 78 - 
während einer Schwangerschaft, geben. Dabei ist jedoch zu beachten, dass sich 
tierexperimentelle Ergebnisse nicht uneingeschränkt auf den Menschen übertragen 
lassen, da sich sowohl einige Transporteigenschaften, wie das Substratspektrum, als auch 
die Regulation der Transporter bei Mensch und Ratte unterscheiden [Jacquemin et 
al.1994, Cui et al.2001].  
Bisher sind keine humanen Daten über mögliche Alterationen der organischen 
Anionentransporter OATP-A, OATP-C und OATP-8 während einer Schwangerschaft 
oder nach externer Östrogen-Zufuhr bekannt, die mit tierexperimentellen 
Untersuchungen nach Ethinylöstradiol-Gabe zu vergleichen wären. Die 
Expressionsmuster des OATP-C bzw. OATP-A wurden allerdings bei Patienten mit 
verschiedenen cholestatischen Lebererkrankungen untersucht. Zum Kollektiv gehörten 
Patienten mit einem Leberschaden aufgrund von Alkoholabusus, Autoimmun- oder 
Medikamenten-induzierter Hepatitis (hervorgerufen durch Phenylbutaton bzw. dem 
synthetischen Antiandrogen Flutamid), chronischer Hepatitis C, Primär Sklerosierender 
Cholangitis (PSC) oder Primär Biliärer Zirrhose (PBC) [Zollner et al.2001, Zollner et 
al.2002 JHepatol/Hepatology, Zollner et al.2003, Oswald et al.2001, Kullak-Ublick et 
al.1997]. Patienten mit Ikterus durch Alkohol-, Autoimmunhepatitis und Medikamenten-
induzierter Cholestase und solche, die an PSC erkranken, zeigen eine reduzierte mRNA-
Expression des OATP-C, während Patienten mit PBC keine Veränderung des 
Anionentransporters aufweisen [Zollner et al.2001, Oswald et al.2001]. Die mRNA-
Expression des OATP-A ist dagegen bei Patienten mit PBC sogar gesteigert [Kullak-
Ublick et al.1997]. 
Oatp2, Oatp4 und OATP-A zeigen unter experimentellen (Endotoxin-Gabe, 
Gallengangsligatur), wie auch klinischen (PBC), cholestatischen Bedingungen eine - im 
Gegensatz zu den übrigen basolateralen Transportern - gleichbleibende oder gar 
gesteigerte Expression. Es wird spekuliert, dass sie durch Umkehr ihrer ursprünglichen 
Transportrichtung dazu beitragen, organische Anionen aus den cholestatisch angestauten 
Hepatozyten zu entfernen [Kullak-Ublick et al.1997]. Dieser basolaterale Efflux wird 
durch die bidirektionale Funktion einiger Mitglieder der organischen Anionentransporter-
Familie ermöglicht, welche somit in der Lage sind, Substrate auch in das sinusoidale Blut 
Diskussion Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen 
 
- 79 - 
zurück zu transportieren [Kullak-Ublick et al.2004]. Der Vergleich der Ergebnisse 
humaner Studien mit tierexperimentellen Untersuchungen zeigt, dass die verminderte 
Expression des OATP-C bei PSC und anderen Leberschäden dem Expressionsmuster 
seines Orthologs der Ratte, Oatp4, unter cholestatischen Bedingungen, wie nach 
Gallengangsligatur, entspricht [Kakyo et al.1999]. Auf welche Weise die humanen 
Anionentransporter in den verschiedenen Krankheitsfällen reguliert werden, ist zur Zeit 
noch unklar. Der Einfluss bekannter Transaktivatoren der Oatp-Familie der Ratte, wie 
HNF-1α, C/EBPα, PXR und RAR auf die humanen Anionentransporter ist bisher nur für 
den HNF-1α näher untersucht worden. In der Promotorregion des OATP-C wurden 
entsprechende Bindungsstellen für den HNF-1α identifiziert [Jung et al.2001]. HNF-1α 
gilt als potenter Transaktivator des OATP-C-Promotors und ist für dessen basale 
Funktion von entscheidender Bedeutung [Jung et al.2001]. Auch bei der Regulation des 
mit dem OATP-C nahe verwandten OATP-8 spielt HNF-1 eine Rolle, für den ebenfalls 
eine entsprechende Bindungsstelle im OATP-8 Promotor existiert [Jung et al.2001].  
Auch für die humanen kanalikulären Transporter MRP2 und BSEP gibt es bisher keine 
Daten bezüglich der Alterationen und möglichen Regulationsmechanismen bei Östrogen-
induzierter Cholestase. Der Vergleich anderer experimenteller Cholestasemodelle mit 
Untersuchungen humanen Lebergewebes bei diversen Leberschäden zeigt, dass 
Veränderungen im Expressionsmuster des MRP2 beim Menschen nicht bestätigt werden 
können. Patienten mit cholestatischer, Alkohol-induzierter Hepatitis zeigen keine 
signifikante Reduktion in der mRNA-Expression des MRP2 [Zollner et al.2001]. Das 
gleiche gilt für Patienten mit PBC im Spätstadium, die sogar eine gesteigerte Expression 
aufzeigen [Zollner et al.2002 J Hepatol, Zollner et al.2003]. Auch nach LPS-Applikation 
auf Lebergewebsscheiben aus humanen Explantationslebern zeigt sich keine verminderte 
Expression des MRP2 [Elferink et al.2000, Elferink et al.2004]. Somit stehen die 
Ergebnisse beim Menschen im Gegensatz zu der deutlichen Herabregulation des Mrp2 in 
entsprechenden Tiermodellen nach Endotoxin-Gabe bzw. Gallengangsligatur. Ähnliche 
Unterschiede zwischen Mensch und Ratte sind auch für die Gallensalzexportpumpe zu 
verzeichnen. Während Bsep nach einer Gallengangsligatur herabreguliert wird, ist die 
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Expression des humanen Transporters BSEP im Spätstadium der PBC gesteigert [Zollner 
et al.2003].  
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen für die Mitglieder der Oatp-Familie Parallelen 
in der Östrogen-induzierten Regulation organischer Anionentransporter zur humanen 
Genexpression bei anderen Formen der Cholestase auf. Es werden aber auch wesentliche 
Unterschiede in der Genexpression deutlich, die in der Interpretation der Daten im 
Hinblick auf eine zukünftige Therapie der Schwangerschaftscholestase beim Menschen 
berücksichtigt werden müssen. 
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6 Zusammenfassung 
 
In der Literatur ist mehrfach beschrieben worden, dass es unter Östrogen-Einfluss zu 
einer reversiblen, intrahepatischen Cholestase kommen kann. Dieses Phänomen ist im 
klinischen Alltag aus der Schwangerschaft oder unter Östrogen-Einnahme als 
Kontrazeptiva bzw. als menopausale Hormonsubstitution bekannt. Wichtig für den 
kontinuierlichen Gallefluss beim Gesunden ist auf der einen Seite die basolaterale 
Aufnahme diverser Substrate aus dem Portalblut, vornehmlich über den Na+-Taurocholat 
Transporter Ntcp und die Familie der organischen Anionentransporter Oatp1, Oatp2 und 
Oatp4, auf der anderen Seite die kanalikuläre Exkretion in die Galle, die hauptsächlich 
von zwei Exportpumpen, Mrp2 und Bsep, getragen wird. Bei einer Östrogen-induzierten 
Cholestase kommt es zu pathologischen Vorgängen sowohl an der sinusoidalen, als auch 
an der apikalen Hepatozytenmembran.  
Die reduzierte Na+-abhängige Aufnahme an Gallensäuren ist mit einer verminderten 
Expression des Ntcp assoziiert, während der Na+-unabhängige Import an Gallensäuren 
trotz verminderter Expression des Oatp1 relativ unverändert bleibt. Daher gilt das 
Interesse der vorliegenden Studie vornehmlich der Expression sämtlicher organischer 
Anionentransporter und möglicher transkriptioneller Regulationsmechanismen derselben, 
die im Östrogenmodell bisher noch nicht detailliert untersucht worden sind. Dazu wurden 
Sprague Dawley Ratten in Vierergruppen aufgeteilt und für bis zu fünf Tage mit 5mg/kg 
KG Ethinylöstradiol subkutan behandelt. Nach Extraktion aus dem Lebergewebe wurde 
die Protein- und mRNA-Expression der Transportproteine quantitativ mittels Western- 
und Northern-Blotting bestimmt. Kernextrakte wurden mit radioaktiv markierten 
Oligonukleotiden für Bindungsstellen verschiedener, relevanter Transkriptionsfaktoren 
inkubiert und auf die Protein-DNA-Bindung mittels EMSA analysiert. 
Die Ergebnisse der mRNA-Expression zeigen, dass auf der basolateralen Seite der Ntcp 
und die organischen Anionentransporter Oatp1 und Oatp2 deutlich herabreguliert werden, 
während Oatp4 weitestgehend unverändert bleibt. Die Protein-Expression von Ntcp, 
Oatp1 und Oatp2 ist vermindert. Hier sind transkriptionelle Regulationsmechanismen von 
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Bedeutung. Die Bindungsaktivität bekannter Transaktivatoren des Ntcp, wie HNF-1α 
und C/EBPα, sind signifikant reduziert und dürften zu der verminderten Expression des 
Ntcp beitragen. Indirekt könnte das Ntcp Gen auch über das AP-1/ER Element reguliert 
werden.  
Für die Genregulation des Oatp2 durch den Transkriptionsfaktor PXR:RXR bestehen 
einige Hinweise, somit könnte eine nach drei Tagen reduzierte Bindungsaktivität des 
PXR:RXR zu der anhaltend niedrigen Expression des Oatp2, möglicherweise auch der 
anderen organischen Anionentransporter beitragen. Auch HNF-1α könnte entsprechend 
seiner verminderten Bindungsaktivität für die reduzierte Genexpression des Oatp2 
mitverantwortlich sein. Im Gegensatz zu den beiden anderen Vertretern der organischen 
Anionentransporter scheint Oatp4, dessen Proteinmasse bei stabiler mRNA-Expression 
moderat reduziert ist, eher auf posttranskriptioneller Ebene reguliert zu werden.  
Die mRNA-Expression der kanalikulär gelegenen Transportsysteme Bsep und Mrp2 
erreicht am entscheidenden fünften Behandlungstag ihren Ausgangswert. Im Gegensatz 
zu der relativ gleichbleibenden Proteinmasse der Gallensalzexportpumpe, zeigt sich auf 
Protein-Ebene eine moderate Reduktion des Mrp2 im Verlauf der repetitiven Injektionen. 
Die Expression des Mrp2 scheint dabei weniger transkriptionell beeinflusst, als vielmehr 
durch posttranskriptionelle Mechanismen reguliert zu werden.  
Die Gallensalzexportpumpe stellt - im Vergleich mit den basolateralen 
Transportproteinen und Mrp2 - den am besten erhaltenen Transporter dar. Im Östrogen-
induzierten Cholestasemodell scheinen somit transkriptionelle oder posttranskriptionelle 
Regulationsmechanismen wenig Einfluss zu nehmen. Stattdessen spielen beim Bsep die 
kompetitive Verdrängung und allosterische Hemmung durch Östrogene eine bedeutsame 
Rolle. 
Die vorliegende Studie führt somit zu neuen Erkenntnissen über das Expressionsmuster 
und die Regulation sämtlicher Vertreter der organischen Anionentransporter, die zum 
erstenmal im Östrogenmodell detailliert untersucht worden sind. Die Ergebnisse der 
molekularen Zusammenhänge tragen zum Grundverständnis der Pathophysiologie bei 
Östrogen-induzierter Cholestase bei. 
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